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Resumen 
La aparición de la resistencia a los antimaláricos ha sido un gran problema para controlar 
la malaria a nivel mundial y la disminución de la susceptibilidad a las Terapias 
Combinadas con derivados de Artemisininas (TCA) hace necesario definir un marcador 
molecular que facilite monitorear la propagación de poblaciones resistentes. Los genes 
Pfatp6 y Pfmdr1 han sido propuestos como candidatos a marcadores moleculares. El 
objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia de polimorfismos en estos dos genes y 
verificar si se asocian con pérdida de susceptibilidad al Coartem® en aislados 
Colombianos con P. falciparum. Se determinó la susceptibilidad ex vivo a Artemeter, 
Dihidroartemisinina y Lumenfantrina de 110 aislados empleando la metodología de 
Microtest Marck III modificado y se realizó el seguimiento del aclaramiento parasitario por 
microscopia del día uno, dos o tres y finalmente se buscaron polimorfismos en los genes 
Pfatp6 y Pfmdr1 que pudieran estar relacionados con pérdida de susceptibilidad al  
Coartem®. Se obtuvo una alta susceptibilidad ex vivo a los tres medicamentos evaluados 
y un aclaramiento parasitario en el día dos post tratamiento, en los aislados con 
disminución de la susceptibilidad se realizó la búsqueda de polimorfismos en los genes 
Pfatp6 o Pfmdr1, se encontraron cuatro SNPs que no han sido reportados anteriormente, 
una mutación puntual y una deleción en cada uno de estos genes encontradas en otros 
estudios y un aumento en el número de copias >1 del gen Pfmdr1 en el 33% de los 
aislados estudiados. Se evidenció la efectividad del tratamiento con Artemeter-
Lumefantrina en Colombia, los polimorfismos en los genes estudiados aportan una 
información inicial que puede servir para la vigilancia del cambio en el comportamiento 
parasitario en estudios posteriores. 
 
 
Palabras clave: Plasmodium falciparum, Artemisinina, Lumefantrina, marcador 
molecular, Pfatp6, Pfmdr1 
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Abstract 
Emergence of antimalarial drug resistance is a major concern in malaria control globally; 
reduced sensitivity to Artemisinin-based combination therapies (ACT) highlighted the 
need to define a molecular marker for monitoring the spread of the resistance. Pfatp6 and 
Pfmdr1 genes have been proposed as molecular marker candidates. The aim of this 
study was to evaluate the presence of polymorphisms and associate them with reduced 
susceptibility to Coartem® in Colombia P. falciparum isolates. 110 isolates was assessed 
using Microtest Marck III to ART, DHA and LUM and monitore parasite clearance at day 
one, two or three and was examined polymorphisms in Pfatp6 and Pfmdr1 genes that 
could be associated to reduced Coartem® susceptibility. High susceptibility to all three 
drugs evaluated and parasite clearance on day two post treatment were obtained, 
polymorphisms for Pfatp6 or Pfmdr1 genes were searched in isolates with reduced 
susceptibility, four SNPs not reported previously, one SNP and one deletion in each of 
these genes and increase in the CNP of pfmdr1 >1 in 33% of the isolates were identified. 
The effectiveness of treatment with Artemether-lumefantrine was evident in Colombia and 
the polymorphisms found in the studied genes provide initial information useful for 
surveillance of parasitic behavior in subsequent studies. 
 
 
 
Keywords: Plasmodium falciparum, Artemisinin, Lumefantrine, molecular marker, Pfatp6, 
Pfmdr1.  
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Introducción 
La malaria es una infección adquirida en los humanos por la picadura del mosquito 
Anopheles hembra y causada por parásitos del género Plasmodium, de los cuales se han 
identificado hasta la fecha cinco especies que afectan los humanos: P. falciparum, P. 
vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi, siendo las dos primeras las de mayor 
prevalencia en el mundo. 
 
Enfermedades transmitidas por vectores como la malaria son un problema de salud 
pública; para el año 2012 se estima que se presentaron alrededor de 207 millones de 
casos reportados de paludismo y 627.000 muertes, causadas principalmente por la 
especie P. falciparum (1). En Colombia más de la mitad de la población se encuentra en 
riesgo de contraer esta enfermedad y a pesar de que las infecciones por P. vivax son 
predominantes en el país, las infecciones por P. falciparum cobran importancia 
principalmente en la costa pacífica por ser la principal causa de muertes por malaria. Es 
así como los reportes del sistema de vigilancia de enfermedades en el país obtenidos 
para malaria hasta la semana epidemiológica número 24 del año 2014, muestran más de 
4000 casos de paludismo por P. falciparum (2).  
 
Uno de los principales problemas que se han presentado al tratar de reducir los índices 
de morbi-mortalidad de esta enfermedad es la resistencia a múltiples fármacos 
desarrollada principalmente por la especie P. falciparum, la cual ha obligado a cambiar 
los esquemas terapéuticos utilizados. En el caso de Colombia, las terapias basadas en 
cloroquina (CQ) fueron inicialmente adoptadas por su bajo costo y efectividad pero 
debido a la alta resistencia a este medicamento, tuvieron que ser reemplazadas por 
terapias combinadas con  sulfadoxina/Pirimetamina (S+P), las cuales mostraron altos 
índices de resistencia poco tiempo después de su implementación, en especial en la 
zona amazónica colombiana. Recientemente la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
dentro de la Estrategia Global para el Control de la Malaria, recomendó las terapias 
combinadas con derivados de artemisinina (ACT por sus siglas en inglés) como la 
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primera línea de tratamiento para la malaria no complicada por P. falciparum (3). Debido 
a esta recomendación, Colombia desde el año 2006 implementó  el uso de TCAs como 
tratamiento para esta enfermedad (4). Actualmente se distribuye Coartem® para el 
tratamiento de malaria no complicada por P. falciparum.  
 
Desde hace varios años se utilizan los genes Pfcrt, Pfdhfr y Pfdhps para el monitoreo de 
la resistencia a cloroquina, pirimetamina y sulfadoxina respectivamente, validados como 
herramientas para la vigilancia de resistencia a estos antimaláricos; Sin embargo los 
actuales tratamientos con TCA no cuentan con marcadores moleculares que permitan la 
vigilancia de la resistencia, a pesar de que desde su implementación y debido a los 
antecedentes de fenotipos resistentes a fármacos antimaláricos en los parásitos 
circulantes por diferentes zonas endémicas del mundo, se han realizado diversos 
estudios en búsqueda de estos posibles marcadores moleculares de resistencia, que 
permitan guiar de manera oportuna las decisiones que se tomen con respecto al 
tratamiento que se va a utilizar en cada país (5).  
 
Hasta el momento se han relacionado algunos polimorfismos geneticos con la 
disminución en la susceptibilidad a TCAs y artemisinina en: el genoma mitocondrial, Ubp-
1,  Pfmdr1, Pfatp6 y Pfcrt (6, 7). Sin embargo el número de copias en el gen Pfmdr1 y las 
mutaciones puntuales en el gen Pfatp6, entre ellas el cambio de una serina por una 
asparagina en el codón 769 han mostrado una relación estrecha con pérdida de 
susceptibilidad en aislados de Guyana francesa específicamente a  la Lumenfantrina y el 
Artemeter, los dos fármacos  componentes del Coartem®(8), esta última mutación ha 
sido evaluada en poblaciones parasitarias de diferentes partes del mundo, sin embargo 
no se ha encontrado esta asociación. En Colombia no se ha realizado la búsqueda de 
estos polimorfismos y tampoco se ha evaluado la susceptibilidad ex vivo a ART y la 
posible asociación de estos. 
 
En este estudio se determinó el alelo presente en el codón 769 del gen Pfatp6 en 
aislados de parásitos de tres localidades colombianas, así como otros polimorfismos en 
este gen que puedan estar relacionados con pérdida de susceptibilidad ex vivo y con el 
aumento en el tiempo de eliminación de la parasitémia, dos parámetros que están 
relacionados con pérdida de susceptibilidad a las TCAs (9, 10). Adicionalmente se realizó 
el análisis del número de copias del gen Pfmdr1 en estos aislados, y la búsqueda de 
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polimorfismos en este gen que han sido asociados con el aumento del riesgo de falla 
terapéutica y con disminución de la susceptibilidad a múltiples fármacos, incluyendo 
artesunato-mefloquina y artemeter-Lumenfantrina (11). Este trabajo forma parte del 
proyecto de investigación  “Establecimiento de una línea de base de susceptibilidad in 
vivo e in vitro a Coartem® en 3 localidades endémicas para malaria en Colombia”, cuyo 
objetivo principal es brindar conocimiento sobre el comportamiento de las poblaciones de 
parásitos de tres localidades endémicas para malaria por P. falciparum en Colombia al 
esquema actual de tratamiento para malaria no complicada por P. falciparum, así como la 
respuesta de los pacientes a dicho tratamiento, liderado por el grupo de Bioquímica y 
Biología Celular del Instituto Nacional de Salud (INS) y cofinanciado por Colciencias 
Proyecto  210451929111 e INS (CTIN 014 - 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
1. Antecedentes 
 
1.1 Malaria 
 
La malaria es un enfermedad que ha afectado al ser humano desde la época de la 
antigua Grecia hace alrededor de 850 años a. C. donde se describía como un malestar 
que causaba fiebres, agrandamiento del bazo y que afectaba a las personas que vivían 
en lugares pantanosos. Esto genero la idea de que la malaria era causada por miasmas 
que provenían de los pantanos; fue esto lo que le dio el nombre de malaria que proviene 
del italiano mal´aira que significa mal aire. Con el descubrimiento de Leeuwenhoek en 
1676 de las bacterias y los aportes de Pasteur y Koch en 1878-1879 en la teoría de las 
infecciones por gérmenes, se intensificó la búsqueda del organismo causante de la 
malaria, sin embargo solo hasta 1880 Charles Louis Alphonse Laveranof descubrió los 
parásitos causantes de la malaria y diecisiete años después se relacionaron los 
mosquitos como vectores para la malaria aviar por Ross. En los años siguientes los 
científicos italianos Grassi, Bignami, Bastianelli, Celli, Golgi  y Marchiafava propusieron la 
transmisión vectorial para humanos por mosquitos del genero Anopheles (12). 
 
1.1.1 Descripción de la enfermedad 
El mecanismo de transmisión de esta enfermedad ocurre a través de la picadura de los 
mosquitos hembra del genero Anopheles infectados, de los cuales existen 
aproximadamente 430 especies; solo 30 a 40 transmiten el parásito Plasmodium. La 
especie de Anopheles que transmite la enfermedad depende de la región geográfica; 
estos vectores se encuentran distribuidos a nivel mundial excepto en la Antártida (13). En 
Colombia el 85% del territorio rural colombiano está situado por debajo de 1600 metros 
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sobre el nivel del mar, con las condiciones climáticas necesarias para la transmisión de la 
enfermedad por presencia del vector; actualmente se registran aproximadamente 45 
especies de Anopheles en Colombia de las cuales solo nueve sirven como vector para la 
malaria (14).  
 
La sintomatología clásica de la fase aguda de esta enfermedad es fiebre, escalofrió y 
sudoración que se repite cada 48 o 72 horas; el periodo de escalofrió y sudoración puede 
durar hasta una hora, seguido por el periodo febril que puede ser de 6 a 8 horas, 
asociado a otros síntomas como cefaleas, nauseas y vómitos; por último los síntomas 
desaparecen luego del periodo febril. El periodo de incubación de la enfermedad entre la 
picadura del vector y la aparición de los síntomas puede ser de 7 a 30 días, dependiendo 
la especie del agente etiológico (15). 
 
Los síntomas de la forma leve de la malaria son producidos por la lisis celular que se da 
en los eritrocitos infectados al finalizar su ciclo celular y dar inicio a uno nuevo. Si esta 
enfermedad no recibe el tratamiento oportuno puede complicarse, específicamente 
cuando la infección es causada por P. falciparum, debido a que esta especie en sus 
estadios maduros altera la membrana del glóbulo rojo para permitir la unión al endotelio 
vascular, evitando que los glóbulos rojos infectados sean retirados por el bazo,  
generando un daño tisular por su acumulación e interrumpiendo el flujo sanguíneo. Esto  
causa hipoxia tisular y acidosis láctica; cuando esto ocurre en órganos como cerebro o 
placenta se generan síndromes específicos con graves complicaciones (16). Otro 
mecanismo que aporta a la complicación de la malaria es la hemólisis ya que la 
hemoglobina libre cataliza el estrés oxidativo consumiendo el óxido nítrico (17). 
 
1.1.2 Plasmodium falciparum 
Esta infección es producida en humanos por cinco especies de parásitos protozoarios del 
género Plasmodium. De estas especies P. falciparum y P. vivax producen la mayoría de 
infecciones en el mundo con una alta prevalencia de P. falciparum en el continente 
africano mientras que en algunas regiones de Centroamérica, América y el sudeste 
asiático la mayor prevalencia es de P. vivax. Las tres especies restantes (P. malariae, P. 
ovale y P. knowlesi) infectan en menor proporción y su distribución es variable con 
Antecedentes 7 
 
 
excepción de  P. malariae, la cual se ha encontrado a lo largo de la zona tropical y 
subtropical, mientras que  P. knowlesi es propia del sudeste asiático y P. ovale es 
exclusiva del continente africano (18).  
 
 Ciclo de vida sexual. 
Los parásitos de Plasmodium tienen dos ciclos de reproducción como se observa en la 
Figura 1-1. El primero de ellos es el ciclo de reproducción sexual que se desarrolla en las 
hembras del género  Anopheles,  las cuales se infectan al picar un huésped humano con 
gametocitos de Plasmodium hembras y machos en circulación sanguínea, estos 
gametocitos ingresan al vector y maduran a gameto hembra o macrogametocito y macho 
o microgametocito; la fertilización por la unión de estas células forma en el lumen del 
intestino del mosquito un ooquinete, este es un zigoto móvil que perfora la pared del 
intestino donde se desarrolla hasta la formación del ooquiste. Luego ocurre la fase de 
multiplicación para la formación de los esporozoitos liberados posteriormente al 
hemocele y transportados hasta las glándulas salivares para ser inyectados al momento 
de picar  en el hospedero, en donde se realiza el segundo ciclo de vida del parásito 
denominado ciclo de vida asexual (12).  
 
Figura 1-1: Ciclo de vida de Plasmodium sp. (19) 
 
 
 
 
 
8 Anális is de polimorfismos asoc iados con pérdida de susceptibilidad al Coartem® en aislados de  P. 
falciparum, provenientes de tres localidades endémicas para malaria en Colombia.  
 
 
 Ciclo de vida asexual.  
El ciclo de vida asexual se divide en el ciclo pre-eritrocítico y el ciclo eritrocítico. En el 
primero que puede durar hasta siete días, una vez inoculados los esporozoitos estos son 
capaces de invadir los hepatocitos donde se forma el esquizonte tisular o esquizogonia 
exoeritrocítica, el cual  luego de su maduración libera una gran cantidad de merozoitos 
que invaden  el torrente sanguíneo donde inicia el ciclo eritrocítico. En este los parásitos 
se unen a los eritrocitos por medio de dominios específicos e ingresan al glóbulo rojo a 
través de la formación de una vacuola (16). En el interior de la célula el parásito se 
desarrolla a trofozoito y posteriormente alcanza un estadio maduro denominado 
esquizonte que tras varios procesos de división da origen a numerosos merozoitos que 
se liberan e invaden nuevamente otro glóbulo rojo  para continuar con el ciclo en el 
hospedero; algunos de los merozoitos que infectan glóbulos rojos no completan el ciclo 
asexual sino que se  desarrollan en las formas sexuales denominadas gametocitos, las 
cuales son infectantes para el vector y pueden permanecer en circulación aun después 
de recibir tratamiento para la malaria (20). Para las especies de P. vivax y P. ovale 
durante el ciclo pre-eritrocítico algunos esporozoitos pueden diferenciarse a hipnozoitos 
que pueden permanecer latentes durante meses o años en el higado antes de iniciar una 
división y desarrollar merozoitos. 
 
1.1.3 Situación Mundial de la Malaria 
Se han identificado 104 países endémicos para malaria, en el año 2012 se estimaron 207 
millones de casos de malaria en el mundo de los cuales el 80% corresponden al 
continente africano, 13 % a Sudeste Asiático y 0,4% a la región de las Américas, donde 
cerca del 21,4%  de la población habita en áreas con algún riesgo de transmisión de 
paludismo. Aproximadamente el 9% de los casos de malaria a nivel mundial son 
causados por P. vivax pero el 50% de los casos presentados fuera de África son 
causados por esta especie. La incidencia de la malaria ha disminuido en un 25% desde 
el año 2000 hasta el año 2012. Se estimaron 627.000 muertes por malaria en el mundo, 
de las cuales aproximadamente el 82% de los casos se presentaron en niños menores 
de 5 años (1), la especie que causa la mayoría de los casos letales de esta enfermedad 
es P. falciparum.  
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En Colombia hasta la semana epidemiológica número 24 del año de 2014, se notificaron 
por el Sistema de Vigilancia del país  17837 de malaria y 13 muertes de los casos de 
malaria no complicada, como se observa en la Figura 1-2, el 50,55% (9017) 
corresponden a P. vivax, el 48,08% (8576) a P. falciparum, 1,33% a malaria mixta por P. 
vivax – P. falciparum y 0,04 a P. malarie (2, 21). En el país predominan los casos de 
malaria por P. vivax, pero la proporción de casos por P. falciparum es significativamente 
alta en algunas regiones del país (4). 
 
Gráfica 1-2: Distribución de los casos de malaria no complicada por especie para la 
semana epidemiológica 24 del año 2014 en Colombia (2). 
 
 
 
 
La Estrategia Global para el Control de la Malaria de la OMS se fundamenta en el 
diagnóstico y el tratamiento oportuno; como parte de esta estrategia, se han 
implementado las TCA como los tratamientos de primera línea para malaria no 
complicada por P. falciparum (1). Sin embargo en algunos países del sudeste asiático ya 
se han presentado los primeros casos de falla terapéutica de  las TCAs, además de 
algunos reportes de CI50s (Concentración Inhibitoria del 50% de los parásitos) elevados 
y de tiempos de aclaramiento parasitario prolongados. Esta multirresistencia que han 
desarrollado las diferentes cepas de P. falciparum a los antimaláricos empleados, se ha 
convertido en el mayor desafío que enfrentan las autoridades encargadas de definir las 
políticas de tratamiento de la enfermedad en cada país (22).  
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1.2 Terapias Combinadas con derivados de Artemisinina 
(TCA)  
 
Estas TCAs se basan en combinar un potente antimaláricos como la artemisinina o sus 
derivados con una vida media en sangre corta, con otro fármaco contra la malaria que no 
esté relacionado estructuralmente pero que además tenga una vida media más larga. 
Esta combinación de dos fármacos con diferentes mecanismos de acción reduce la 
posibilidad de desarrollar resistencia, específicamente a la artemisinina ya que esta 
busca inicialmente reducir la densidad parasitaria rápidamente, pero debido a su rápida 
eliminación el otro fármaco debe actuar sobre los parásitos que pueden quedar en el 
torrente sanguíneo. Esto impide que se expongan a dosis sub-terapéuticas que puedan 
ejercer presión sobre el parásito y favorezcan la generación de la resistencia Gráfica 1-3 
(23).  
 
Gráfica 1-3: Fármaco-cinética de las TCAs (23). 
 
 
Se observa la fármaco-cinética de las TCA. En el eje Y se muestra la carga parasitaria en escala logarítmica 
y en el eje X el tiempo. La línea roja corresponde al perfil de las concentraciones del fármaco y los triángulos 
muestran el número total de parásitos expuestos . El tiempo de administración del medicamento corresponde 
a 3 días que cubre dos ciclos parasitarios asexuales. El área verde oscura  corresponde al efecto de la 
artemisinina donde se disminuye la carga parasitaria 100 mil lones de veces. Desde el punto marcado m 
hasta el n se encuentra delimitado el resto de parásitos que son eliminados por el efecto del fármaco 
combinado, en este caso mefloquina, que corresponden al área del triangulo B. Si se administra la 
mefloquina sola la reducción de la parasitémia es más lenta (Triangulo café)  y pueden quedar algunos 
parásitos expuestos a concentraciones inferiores a las inhibitorias, delimitados por el punto p a q. Donde esta 
el  triangulo amarillo B1 correspondería a los parásitos  resistentes 
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1.2.1 Coartem®. 
En Colombia se implemento el uso del Coartem® que combina 20 mg de Artemeter y 120 
mg de Lumenfantrina administrando dos dosis diarias por tres días para un total de seis 
dosis (4), esta combinación fija permite que los parásitos nunca estén expuestos al 
Artemeter solo reduciendo la posibilidad de desarrollar resistencia. Entre los posibles 
efectos adversos reportados para este medicamento están los cardiacos, ya que la LUM 
posee una estructura similar a la Halofantrina y efectos neurotóxicos observados en 
animales a los que se les aplicaron altas dosis solubles en lípidos (24). 
 
La fármaco-cinética de los dos fármacos en esta combinación se comporta de forma 
complementaria ya que el Artemeter actúa inicialmente con su pico máximo a las dos 
horas de administrado y empieza a decaer pero la Lumenfantrina complementa su accion 
con un pico máximo a las 3-4 horas y manteniéndose con una vida media de eliminación 
de tres a cuatro días (25).  
 
1.2.2 Artemisininas 
Las propiedades antimaláricas de las artemisininas fueron descubiertas en la China en 
1971, donde se obtuvieron los extractos alcohólicos de la planta Artemesia annua, de los 
cuales se aísla un peróxido sesquiterpeno que es el único medicamento antimalárico que 
actúa tanto contra los estadios jóvenes y maduros del ciclo asexual, como contra los 
estadios jóvenes del ciclo sexual de P. falciparum.  Esto le brinda grandes ventajas frente 
a otros antimaláricos ya que permite una rápida reducción de la parasitémia en el 
huésped y disminuye la transmisión (26). La artemisinina no es soluble en agua ni en 
aceite por lo que se ha transformado para sintetizar derivados solubles y así mejorar su 
efecto, entre los más comunes se encuentra el artemeter, el artesunato y la 
dihidroartemisinina (Figura 1-4). Los derivados de artemisininas son transformados in 
vivo en dihidroartemisinina (DHA), un metabolito con una vida media corta 
(aproximadamente 1 hora) que es eliminado del torrente sanguíneo rápidamente por un 
proceso de glucuronidación (26). Debido a esto las mono terapias con artesunato y en 
general con cualquier derivado de artemisinina no son recomendadas, ya que por la 
rápida eliminación del medicamento algunos parásitos no alcanzan a ser eliminados y 
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esto favorece la recrudescencia (27). Por lo anterior se recomienda el uso de las TCA en 
donde los derivados de artemisinina se combinan con otro medicamento con una vida 
media de eliminación más larga, lo que permite la eliminación de la totalidad de la 
población de parásitos (3). 
 
Figura 1-4: Estructura química de la artemisinina y sus derivados semisintéticos (28). 
 
 
 
 Artemeter.  
Fue obtenido en 1976 y es soluble en soluciones oleosas, es el metil-éter de la 
dihidroartemisinina y puede ser aplicado intramuscularmente, la biotransformación al 
metabolito activo es mediada por el citocromo P450 enzima CYP3A. Al ser utilizado para 
tratamiento de malaria por P. vivax con dosis intramusculares se observó una 
recrudescencia alta por lo que generalmente no es usado para esta especie (26). 
 
 Dihidroartemisinina.  
Es el principal metabolito activo de la artemisnina pero también puede ser dado 
oralmente, es relativamente insoluble en agua y depende de excipientes para su 
absorción. Ha sido formulado en tabletas de 20 a 80 mg y es dado hasta completar una 
dosis de 480mg, es dado en dosis fija combinado con piperaquina (26). 
 
 Mecanismos De Acción.  
Aun el mecanismo de acción de las artemisininas no ha sido descubierto por lo que 
algunas investigaciones han postulado diferentes moléculas blanco para estos 
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compuestos (29). Se cree que la bioactivación de las artemisininas ocurre por la ruptura 
del puente endoperóxido dependiente de hierro. Debido a que se han identificado 
aductos de fármaco-hemo por espectrometría de masas, se ha propuesto como posible 
mecanismo de acción la alquilación del grupo hemo. La artemisinina es un sesquiterpeno 
similar a la tapsigargina que es un inhibidor especifico de las proteínas SERCA en 
mamíferos (30), por esta razón la bomba ATPasa/Ca++ tipo SERCA ha sido postulada 
como el blanco primario de estos fármacos y se cree que ocasionan la inhibición de la 
enzima reguladora de la concentraciones citolplasmaticas de Ca++ ocasionando la 
muerte del parásito (30). Otros estudios han mostrado acumulación de las artemisininas 
con lípidos neutrales causando daños en la membrana del parásito que al parecer son 
también dependientes del grupo endoperóxido, por otro lado los componentes de la 
cadena transportadora de electrones en levaduras también han sido afectados por 
artemisininas (30).  
 
1.2.3 Lumefantrina. 
También llamado blenfutemol es un medicamento perteneciente a la familia de los 
arilaminoalcoholes a la cual pertenecen también la mefloquina y la halofantrina, fue 
desarrollado en china en 1976 (23), es insoluble en agua pero soluble en ácidos grasos, 
con un tiempo de vida media de 47.4 horas en humanos. Su mecanismo de acción se 
supone es similar al de medicamentos como mefloquina que ha sido asociado a la 
inhibición de la biocristalización de la hemozoina (28).   
 
1.3 Resistencia a los Antimaláricos  
 
La resistencia a los antimaláricos es uno de los mayores problemas para la reducción de 
la mortalidad causada por P. falciparum. De hecho en 1980 debido a la dispersión de los 
parásitos resistentes a CQ en África la mortalidad infantil aumentó. Los primeros casos 
de resistencia a CQ se reportaron en el año 1950 en la región de Tailandia-Camboya y 
en Colombia. Luego de la propagación de los parásitos resistentes al continente africano 
y muchos otros países, se implementó la utilización del medicamento 
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Sulpadoxina+Primetamina (S+P), una combinación de dos fármacos que actúan 
secuencialmente en la vía de síntesis de folatos, pero en 1960 nuevamente en la región 
de Tailandia-Camboya se reportaron los primeros casos de resistencia a estos otros 
antimaláricos (31). Después de esta falla Tailandia introdujo mefloquina como primera 
línea de tratamiento, pero a finales de 1980 e inicios de 1990 surgió la resistencia a este 
medicamento por lo que en 1995 este país reemplazó esta terapia con la combinación 
artesunato – mefloquina (32).  
 
En el año 2005 la OMS advirtió sobre el riesgo de resistencia a los antimaláricos y en 
2006 recomendó retirar todas las monoterapias de artemisininas del mercado, en 2008 
un reporte en Camboya identifico dos pacientes con clara resistencia al artesunato que 
presentaban una recrudescencia posterior al tratamiento con siete días de monoterapia 
(33). La resistencia a estos medicamentos ha sido asociada con retardos en el 
aclaramiento parasitario (34). 
 
En respuesta a esta problemática la OMS ha desarrollado varios proyectos para la 
contención, seguimiento y caracterización de la resistencia a las artemisininas desde el 
año 2008, de tal manera que para el año 2011 publicó el Plan Global para la Contención  
de la Resistencia a las Artemisininas que busca proteger la efectividad del tratamiento 
con TCA a través de la vigilancia a la resistencia utilizando las herramientas propuestas 
por la OMS, además apoya las investigaciones relacionadas con las artemisininas (35). 
 
1.3.1 Herramientas para la vigilancia de la resistencia 
La mayoría de países endémicos para malaria han adoptado las TCAs como tratamiento 
de primeria línea para la malaria por P. falciparum con una alta eficacia terapéutica, pero 
la alerta sobre la posible aparición de la resistencia a los derivados de artemisininas en 
cuatro países de la región del Gran Mekong y en Surinam (36, 37), crea entonces la 
necesidad de intensificar el monitoreo de la eficacia de estas terapias, con el fin de 
prolongar su efectividad e identificar tempranamente la resistencia. La Organización 
Mundial de la Salud ha definido diferentes protocolos para el monitoreo de la resistencia 
a los antimaláricos, ya sea mediante la aplicación de estudios de eficacia terapéutica, la 
realización de ensayos de susceptibilidad in vitro del parásito a los diferentes 
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antimaláricos, directamente en campo o el rastreo de marcadores moleculares asociados 
con resitencia (38).  
 
 Estudios de eficacia terapéutica.  
También llamados ensayos in vivo muestran el comportamiento de los fármacos con la 
intervención de los tres factores principales que son parásito, medicamento y huésped. 
Su principal desventaja es el largo periodo de seguimiento de 28 a 45 días post 
tratamiento ya que en algunas zonas es común la pérdida de los pacientes por las 
dificultades de acceso a las entidades de salud. En los estudios in vivo la evaluación del 
tiempo de eliminación parasitario está directamente relacionado con la respuesta clínica 
al tratamiento. Para el caso específico de las artemisininas, debido a que su mecanismo 
de acción es extremadamente rápido, la eliminación total de los parásitos se realiza en 
un periodo no mayor a 72 horas (9).  Por tal razón el recuento parasitológico positivo del 
día tres ha sido reportado como un buen predictor de la falla terapéutica de TCAs (10). 
Es por esto que los pacientes con retardo en el aclaramiento parasitario son clasificados 
como sospechosos de resistencia, esto puede ser un poco limitado ya que en las aéreas 
donde existe inmunidad adquirida como África un retardo en el aclaramiento a las 24 o a 
las 48 horas puede indicar disminución en la susceptibilidad parasitaria, además es 
importante que este retardo en el aclaramiento puede no solo ser dependiente de la 
acción de las artemisininas sino también de la disminución en la susceptibilidad al 
fármaco combinado con ésta (34). 
 
 EX VIVO.  
La evaluación de la susceptibilidad ex vivo evidencia la interacción directa del parásito 
con uno o  varios antimaláricos de forma cuantitativa siendo un soporte importante para 
la validación de los marcadores moleculares específicos para un antimalárico; hasta la 
fecha existen diferentes técnicas desarrolladas para este tipo de estudios fundamentadas 
en la detección del crecimiento parasitario por reacciones colorimétricas, fluorométricas , 
inmunoenzimáticas o lecturas microscópicas, en donde la medición más precisa y 
comúnmente usada es la concentración inhibitoria del 50% de los parásitos (CI50) (39). 
Actualmente para DHA existen reportes que proponen una nueva metodología de 
medición de la supervivencia de los parásitos en estadios jóvenes  luego de la exposición 
a una sola dosis de 700 nM de DHA por seis horas denominado RSA (siglas en ingles de 
Ensayo de Supervivencia de Anillos), que tiene una alta correlación con las tasa de 
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aclaramiento parasitario y busca simular las condiciones de exposición del parásito al 
medicamento en el huésped (40).   
 
1.4 Marcadores moleculares como herramienta para la 
vigilancia de la resistencia a antimaláricos.  
 
El estudio de los marcadores moleculares de resistencia a antimaláricos es una 
herramienta in vitro desarrollada para el monitoreo de la susceptibilidad del parásito a los 
fármacos y su implementación se viene realizando alrededor de 20 años atrás. Los 
marcadores genéticos han sido de utilidad para la vigilancia de la resistencia a 
antimaláricos (41, 42) ya que permiten establecer políticas de salud pública ayudando en 
el control de esta enfermedad por medio de la implementación de esquemas de 
tratamiento efectivos y de los planes de contención que prevengan la propagación de 
parásitos resistentes. Marcadores moleculares relacionados con pérdida de 
susceptibilidad al medicamento, ofrecen el primer medio para predecir la falla al 
tratamiento y guiar el desarrollo de nuevos compuestos efectivos para la eliminación del 
parásito (43, 44). Es necesario determinar los marcadores moleculares de resistencia a 
artemisininas oportunamente antes que se comprometa en alto grado la eficacia de estos 
antimaláricos, afectando la única terapia efectiva para P. falciparum multirresistente (45). 
 
1.4.1 Cloroquina.  
Este medicamento es una 4-aminoquinolona ampliamente usada desde 1940 con una 
alta eficacia y que fue el tratamiento de primera línea para malaria por muchos años, 
después de la propagación de la resistencia en 1970 al continente Africano fue necesario 
cambiar el esquema terapéutico. Polimorfismos en el gen pfcrt  que codifica una proteína 
transmenbrana de la vacuola digestiva, son determinantes en la resistencia a este 
medicamento (32), el cambio en un aminoácido de una lisina por una treonina en la 
posición 76 genera una disminución en la acumulación del medicamento en la vacuola 
digestiva asociada con resistencia in vivo e in vitro (46), dada por el cambio en la carga 
de este residuo que activa el eflujo de la Cloroquina diprotonada fuera de la vacuola 
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digestiva del parásito. Existen otras tres mutaciones en este gen que se manifiestan con 
una variedad de haplotipos que han sido asociados con la perdida inicial de la función 
ocasionada por la mutación K76 T, estos haplotipos también influyen en la susceptibilidad 
a otros antimaláricos (32). 
 
1.4.2 Sulfadoxina+Pirimetmina. 
Estos fármacos son antifolatos que interrumpen la síntesis de los folatos esenciales para 
el parásito, la Pirimetamina actúa específicamente sobre la enzima dihidrofolato 
reductasa (DHFR) y la sulfadoxina sobre la Dihidropteroato sintetasa (DHPR), es así que 
la resistencia a este terapia ocurre por la acumulación de mutaciones en los genes 
codificantes para estas enzimas pfdhps y pfdhfr (46). La adición de mutaciones en las 
posiciones 50, 51, 59, 108 y 164 del gen dhfr y en las posiciones 436, 437, 540 y 581 en 
el gen dhps han sido específicamente asociadas con resistencia in vitro y fallas 
terapéuticas a los tratamientos con S+P (47). 
 
1.4.3 Polimorfismos candidatos a marcadores de resistencia para 
TCA.  
Actualmente los polimorfismos y el número de copias en el gen de múltiple resistencia a 
drogas (pfmdr1), se relacionan con cambios en la susceptibilidad in vitro a múltiples 
fármacos no asociados tales como mefloquina, artesunato, lumefantrina y quinina  (48, 
49). 
 
Además de las mutaciones puntuales y el aumento del número de copias del gen pfmdr1 
relacionados con la pérdida de susceptibilidad a las artemisininas y con falla terapéutica 
a artesunato-mefloquina (50-52), otro de los genes implicados en la resistencia a ACT ha 
sido Pfatp6 en el cual algunas mutaciones puntuales han sido relacionadas con pérdida 
de susceptibilidad in vitro a Artemeter (8, 30, 53).  
 
 
 
18 Anális is de polimorfismos asoc iados con pérdida de susceptibilidad al Coartem® en aislados de  P. 
falciparum, provenientes de tres localidades endémicas para malaria en Colombia.  
 
 
 GEN pfmdr1 
El gen pfmdr1 está ubicado en el cromosoma 5 de P. falciparum y codifica para una 
proteína de resistencia multifarmacos PfMDR1 localizada en la membrana de la vacuola 
digestiva, este gen es expresado en el ciclo intraeritrocitario del parásito (54). Esta 
proteína  es perteneciente al grupo de transportadores “ATP- Binding cassette” que 
funciona como una bomba de eflujo (55) y es  homóloga de la P-glicoproteína humana 
Pgp asociada con multirresistencia a terapias oncológicas (56). Aún es desconocido el 
mecanismo de acción de esta proteína en la resistencia, pero se sabe que puede 
transportar fármacos dentro y fuera de la vacuola digestiva. Por otro lado puede influir 
indirectamente en los mecanismos de acción de los medicamentos por la alteración en el 
transporte de otros substratos. Algunos modelos computacionales de esta proteína 
relacionan su estructura con la proteína Pgp conformada por dos partes simétricas, cada 
una con un dominio transmembrana con seis regiones ligadas por dos hélices internas, 
con un dominio de unión a nucleótidos y tres “loops” externos (55).  
 
Algunos polimorfismos de nucleótidos sencillos (SNPs sigla en inglés) en el gen pfmdr1  
en las posiciones 86, 184, 1034, 1042 y 1246 entre otros, han sido relacionados con 
fenotipos resistentes a múltiples fármacos como cloroquina, mefloquina y halofantrina (5, 
57), adicionalmente  polimorfismos como el número de copias (CNP siglas en inglés) y  la 
diferencia en la expresión de transcritos se han relacionado también con diferencias en la  
susceptibilidad del parásito a fármacos como lumefantrina y derivados de artemisininas 
(11). Es así como el aumento en el número de copias del gen, el cual se encuentra en los 
parásitos resistentes a fármacos como mefloquina, lumenfantrina y dihidroartemisinina se 
genera por la presión con los fármacos que estimulan además una mayor expresión de 
mRNA. Sin embargo, este mecanismo puede ser revertido al eliminar la exposición de los 
parásitos al fármaco aunque es nuevamente desarrollado en un menor tiempo si se 
vuelve a poner en contacto el parásito con el fármaco (11). 
 
 GEN Pfatp6 
El gen Pfatp6 está ubicado en el cromosoma 1 de P. falciparum y codifica para una 
proteína tipo SERCA  ATPasa Ca++, que cumple la función de concentrar en la 
membrana el calcio activo libre en el citosol reduciendo las concentraciones de Ca++ 
(58), un proceso vital para la célula. Todos los aminoácidos predichos como residuos 
clave en la formación de los sitos de unión a Ca++ y a ATP de las proteínas SERCA 
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humanas son conservados en la proteína PfATPasa6 y en el homologo TgSERCA (59). 
Esta proteína ha sido propuesta como el blanco especifico de los antimaláricos derivados 
de las artemisininas ya que PfATPasa6 es la única proteína homologa  SERCA ATPasa 
Ca++ en P. falciparum, las cuales son inhibidas por la acción de sesquiterpenos como la 
tapsigargina que posee una estructura similar a la de las artemisininas. Es por esto que 
PfATPasa6 al ser expresada en oocitos de Xenopus logra ser inhibida por este tipo de 
compuestos (30); adicionalmente mutaciones puntuales en este gen han generado un 
fenotipo con reducción en la sensibilidad a artemisininas (30). 
 
Diversas mutaciones se han reportado en P. falciparum con indicios de resistencia a 
artemisininas; un cambio de aminoácido en la posición L263E es capaz de reducir la 
inhibición de la artemisinina en PfATPasa6 in vitro (60). Además la combinación de dos 
mutaciones A623E y  E431K también se asociaron con la reducción en la sensibilidad a 
estos antimaláricos (61). La mutación S769N ha sido la única asociada in vitro con una 
posible reducción en la susceptibilidad a artemeter en aislados clínicos. Esta mutación ha 
sido encontrada exclusivamente en la región de Guyana Francesa, pero ha sido 
estudiada en múltiples lugares del mundo (61-63).  
  
 
2. Objetivos 
 
2.1 Objetivo General 
 
Evaluar la presencia de polimorfismos genéticos asociados con pérdida de 
susceptibilidad al Coartem® (Artemeter/Lumefantrina), en aislados de pacientes 
diagnosticados con malaria no complicada por Plasmodium falciparum, en tres regiones 
endémicas para malaria en Colombia.  
 
2.1.1 Objetivos Específicos 
 
Optimizar los protocolos para la determinación del alelo S769N del gen Pfatp6 y del 
número de copias del gen Pfmdr1 empleando ADN extraído de 4 cepas de referencia de 
P. falciparum cultivadas en el laboratorio. 
 
Determinar el alelo presente en el codón S769N del gen PfAtp6 y establecer el número 
de copias del gen Pfmdr1 en aislados de campo con P. falciparum, recolectados en tres 
localidades endémicas para malaria en Colombia. 
 
Detectar nuevos polimorfismos en las secuencias de los genes PfAtp6 y/o Pfmdr1 de  
aislados de campo con P. falciparum, que puedan estar asociados con CI50s elevados a 
artemeter o a lumefantrina, o con tiempos de eliminación de parasitémia prolongados 
(mayor a 3 días) 
 
  
 
3. Optimización con cepas de referencia  
 
3.1 Descongelamiento y cultivo continuo de Plasmodium 
falciparum 
 
Para la realización de los ensayos de susceptibilidad in vitro y la obtención del ADN 
control,  las cepas de referencia de Plasmodium falciparum FCB-1, 3D7, HB-3, ITG2,  
Camboya,  Sudan y T4 fueron descongeladas por el método de Cloruro de sodio 
reportado en el Methods in Malaria Research (64) en el cual  se utilizan dos soluciones 
de NaCl (Merck, Billerica, MA. USA) una al 12% y la otra al 1.6%, para generar una 
presión osmótica en los glóbulos rojos parasitados que evita la lísis por el cambio de 
temperatura; estas soluciones fueron adicionadas por goteo a la sangre parasitada 
descongelada empezando con la de mayor concentración en una proporción de 0.1/V y la 
de 1,6% en proporción 10/V. Posteriormente se realizaron tres lavados con HBS 1X y el 
“pellet” obtenido de cada cepa fue re suspendido en medio de cultivo Roswell  Park  
Memorial  Institute (RPMI-1640 Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA) suplementado con 25 
mM HEPES (Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA), 25 mM NaHCO3 (pH 7.3) (Sigma-
Aldrich St Louis, MO. USA) y 0.025mg/ml gentamicina (Gibco, Grand Island, NY. USA),  
adicionado con 15% de suero humano. El hematocrito del cultivo fue ajustado 
posteriormente al 5% con Glóbulos rojos no parasitados. Las mezclas de parásitos se 
incubaron a 37°C en desecador con vela hasta alcanzar una parasitémia del 1%; en este 
momento los cultivos fueron sincronizados por la metodología de sorbitol al 5% de tal 
manera que quedaron únicamente trofozoitos jóvenes en cultivo los cuales se incubaron 
nuevamente 37°C en desecador con vela. El cambio de medio de cultivo se realizó cada 
24 horas siguiendo la metodología del manual de cultivo del parásito Plasmodium 
falciparum del laboratorio de Bioquímica y biología celular de INS (MNL-R03.000.3010-
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001) la cual está basada en el método continuo descrito por Trager y Jensen en 1976 
(65). Así se mantuvo el cultivo continuamente hasta que alcanzara una parasitémia de 
alrededor del 7%, momento en el cual se sincronizaron nuevamente los parásitos, se 
dejaron recuperar durante una hora en incubación a 37°C en desecador con vela y se 
montaron los ensayos de susceptibilidad in vitro.     
 
3.2 Ensayos de susceptibilidad in vitro. 
 
Tanto las cepas de referencia sincronizadas como  los aislados de campo fueron 
procesados empleando el método descrito por Noedl y colaboradores en el 2002 (66). 
Inicialmente  se realizó el recuento parasitario y se preparó una solución de parásitos 
ajustando el hematocrito y la parasitémia  a 1,5% y 0,1% respectivamente en medio de 
cultivo RPMI-1640 (Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA) con 25 mM HEPES (Sigma-Aldrich 
St Louis, MO. USA), 25 mM NaHCO3 (pH 7.3) (Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA) y 
0.025mg/ml gentamicina (Gibco, Grand Island, NY. USA), suplementado con 0,05% de 
albumax I (Gibco, Grand Island, NY.USA). Se sirvieron 200 µL de esta solución en cada 
pozo de placas de 96 pozos previamente predosificadas con Cloroquina difosfato de 
3200 nM a 50 nM, Lumenfantrina de 160nM a 2,5nM y Dihidroartemisinina y Artemeter de 
32 nM a 0,5 nM. 
 
3.2.1 Predosificación de placas con medicamentos.  
Para la predosificación  de las placas de 96 pozos con antimaláricos se prepararon 
soluciones stock de cada uno de los fármacos a una concentración de 640.000nM (todos 
Sigma Aldrich St Louis, MO. USA); el solvente utilizado fue diferente dependiendo de las 
características fisicoquímicas de los fármacos: para la CQ se utilizó agua destilada 
estéril, para DHA metanol (Merck, Billerica, MA. USA), para ART etanol (Merck, Billerica, 
MA. USA)  y para LUM metanol ácido (Metanol + Acido acético (Merck, Billerica, MA. 
USA) 99.8 mL + 0.2 mL). Los stocks fueron posteriormente diluidos en una solución de 
medio RPMI1640 con bicarbonato de sodio al 5% para obtener una solución inicial de 
trabajo a partir de la cual se realizaron seis diluciones en serie 1:2, que fueron 
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dosificadas por triplicado en una microplaca iniciando desde el pozo H hasta el pozo B 
adicionando 10µL de cada una de las diluciones y dejando el primer pozo libre de  
fármaco para utilizarlo como control positivo de crecimiento. Posteriormente se dejó 
secar totalmente la microplaca en condiciones de esterilidad a temperatura ambiente. La 
concentración de la solución de trabajo que corresponde a la concentración dosificada en 
el primer pozo de la placa para CQ fue 64000nM y fue diluida en serie hasta 100nM; para 
DHA y ART 640nM diluida en serie hasta 10nM y para LUM 3200nm hasta 50nM. De 
esta manera al  agregar los 200 µL de la solución de parásitos, la concentración de 
antimalárico en cada pozo fue diluida 20 veces. 
 
Los lotes de placas fueron verificados mediante el cultivo de las cepas 3D7 y FCB-2 de 
los cuales se conoce su comportamiento in vitro a cloroquina.  
 
3.2.2 Ensayo de microtest de maduración de esquizontes 
(MARKIII) modificado.  
Las placas predosificadas con la solución de parásitos de los aislados fueron incubadas a 
37°C en una atmósfera estándar de 5% de O2, 5% de CO2 y 90% de N2  y las placas de 
las cepas de referencia fueron incubadas a 37°C en desecadores con vela, hasta obtener 
un porcentaje de esquizontes superior al 15%  en el pozo del control positivo por máximo 
40 horas, luego se realizó la cosecha de toda la microplaca tomando el contenido de 
cada uno de los pozos y colocándolo en láminas portaobjetos formando una gota gruesa, 
luego se deshemoglobinizó con azul de metileno fosfatado la lamina y se realizó la 
coloración con Giemsa (Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA). El conteo de cada gota 
gruesa fue realizado en 200 formas asexuales parasitarias y se determinó el porcentaje 
de esquizontes de cada pozo. 
3.2.3 Calculo de CI50s .  
Para calcular los CI50  obtenidos con el ensayo de microtest de maduración de 
esquizontes (MARKIII), se utilizó el programa HN-Nonlin V1.1 (disponible en : 
http://malaria.farch.net) en el cual se ingresó el promedio de los porcentajes de 
maduración obtenidos en las tres replicas realizadas para cada fármaco y a través de un 
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análisis de regresión no linear por medio de un modelo polinomial se obtuvieron los 
valores de inhibición para cada cepa o aislado de cada uno de los fármacos. 
 
3.3 Detección del alelo S769N del gen atp6 de 
Plasmodium falciparum. 
 
Para la detección del alelo presente en la posición 769 del gen atp6 se utilizó la 
metodología de PCR-RFLP reportada por Ferreira y colaboradores en el 2008 (62). 
Como no existe una enzima de restricción disponible comercialmente que reconozca la 
mutación en el codón 769, los autores diseñaron “primers” que amplifican una región de 
272 pares de bases, comprendida entre la posición 2279 y 2551 del gen atp6 la cual 
contiene el SNP de interés en la posición 2306. Específicamente en el iniciador sentido 
se insertó una base no apareada (c) que genera el sitio de restricción de la endonucleasa 
BsPTI artificialmente como se observa en la Figura 3-1. Los iniciadores que se usaron se 
encuentran en el Anexo A.  
 
Figura 3-1: Oligonucleotido con sitio de restricción artificial. 
 
c: indica el no apareamiento introducido en el oligonucleótido, que constituye el sitio de restricción creado. La 
enzima de restricción BspTI (Afl II) reconoce sitios C^TTAAG, esto permite que realice el corte del fragmento 
de 272 pb produciendo dos fragmentos uno de 250 y otro de 22 pb cuando está presente el alelo silvestre 
(Ser (S): AGU ó AGC) y no corte cuando se ha producido la mutación al cambiar la G (guanina) por una A 
(adenina) generando el alelo mutante (Asn(N): AAU ó AAC). 
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3.3.1 Extracción de ADN Fenol: Cloroformo.  
Se utilizaron tres métodos para la extracción de ADN dependiendo de las características 
de la muestra y el procedimiento a realizar. El ADN de la cepa 3D7 fue extraído por la 
metodología de Fenol: Cloroformo, empleada como control positivo. Las otras trece 
cepas de referencia de Plasmodium falciparum procesadas (T4, ITG-2, HB-3, Dd2, FCB1, 
FCB2, Sudan, Camboya, Haití, FCR-3, 7G8, Palo Alto e Indochina) pertenecen al banco 
de  cepas  de P. falciparum del laboratorio de bioquímica y biología celular del INS.  
Inicialmente se  centrifugó el cultivo de Plasmodium falciparum a 1500 rpm durante 5min, 
al precipitado de eritrocitos se le agregaron 10 volúmenes de una solución de saponina  
(Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA)  al 0,15% preparada en HBS 1X y se incubó por 10 
min a temperatura ambiente para lisar los glóbulos rojos y liberar los parásitos, luego de 
la incubación se centrifugó la solución a 15000 rpm durante 10 min a 4°C y se lavó el 
precipitado dos veces con HBS 1X. Posteriormente se resuspendió el precipitado en 3 
volúmenes de buffer de lisis para romper las membranas de los parásitos utilizado por 
Chaparro et al en 2001 (67) y se incubó durante 18h a 50°C. El lisado se sometió luego a 
extracción de ADN por la metodología de fenol: cloroformo adicionando un volumen igual 
de muestra y de fenol: cloroformo (Merck, Billerica, MA. USA) (1:1) a un tubo de 1.5 uL, 
se mezcló y se centrifugó a 13000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente; la fase 
acuosa que contiene el ADN se transfirió a un tubo nuevo y la fase orgánica se descartó 
con los residuos del lisado, esto se repitió hasta eliminar totalmente las proteínas visibles 
de la fase acuosa. Posteriormente se adicionó un volumen igual de cloroformo y se 
centrifugó a 13000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, la fase acuosa se transfirió 
a un tubo nuevo y la fase orgánica se descartó. Por último se precipitó el ADN con etanol, 
se dejó en incubación a -20ºC por toda la noche y luego se centrifugó a 13000 rpm por 
10 min y se cuantificó en el equipo NanoDrop de Thermo Scientific. 
 
3.3.2 Amplificación  del alelo 769 del gen atp6 por PCR 
convencional.  
Inicialmente se realizó la estandarización de esta PCR-RFLP con catorce ADN de cepas 
de referencia provenientes de diferentes partes del mundo, que fueron obtenidas del 
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banco de ADN del laboratorio de Bioquímica y Biología Celular del Instituto Nacional de 
Salud, poniendo a punto las concentraciones de cloruro de magnesio, de los cebadores y 
de la polimerasa, siguiendo las recomendaciones del inserto de la GoTaq® ADN 
Polymerase (Promega, Madison, WI, USA) además de determinar las temperaturas 
ideales de anillaje en los ciclos de la PCR (Anexo B).  
 
Finalmente luego de la optimización  se utilizó una mezcla de PCR con 1X Green 
GoTaq® Reaction Buffer, 2mM de MgCl2 (Promega, Madison, WI, USA), 200 µM de 
dNTPs (Promega, Madison, WI, USA), 0,2 µM de cada uno de los iniciadores, 0,1 U/µL 
de GoTaq® ADN Polymerase y 5 ng/µL de ADN plantilla. El ciclo de la PCR usado fue el 
siguiente: Denaturación inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de: 
Denaturación a 94°C, anillaje a 48°C y extensión a 72°C cada uno por un minuto, por 
último se realizó una extensión final a 72°C por 5 minutos.  Como control positivo se 
utilizó la cepa de referencia de Plasmodium falciparum 3D7 y como control negativo se 
adiciono a la mezcla agua para PCR en lugar del ADN plantilla. Con los productos 
obtenidos se realizó una electroforesis horizontal en un gel de 1,5% de agarosa 
(Promega, Madison, WI, USA) en buffer TBE 0,5X; el tamaño del producto amplificado 
fue de 272 pb. La electroforesis se corrió a 80-100 voltios en Buffer TBE a 0,5X por 30 
min aproximadamente. Luego de finalizar la electroforesis se tiñeron los geles con Gel 
RED (Biotium, Hayward, Ca, USA) 1X durante 30 min y se visualizó en un analizador de 
imágenes UV Gel Doc XR con el Software Quantity One® 1-D Analysis versión 4.6.2 de 
BIO-RAD para observar la intensidad de la señal. 
 
Para la realización de esta PCR en los aislados de campo se modificaron algunas de las 
condiciones utilizadas con las cepas de referencia ya que fue utilizada como una PCR 
Anidada, por lo que se cambió la concentración del MgCl2 a 1mM y se disminuyó a 0,05 
U/µL la concentración de GoTaq® ADN Polymerase y 0.5 µL del producto de la PCR 
universal como plantilla. En el programa de la PCR se disminuyó el número de ciclos a 
20. 
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3.3.3 Digestión de los productos de PCR con la enzima Afl II.  
La cantidad de amplificado que se utilizó para hacer la digestión enzimática dependía de 
la intensidad de la señal (+, ++, +++) que se observó en el gel según lo descrito en el 
método de ensayo del Laboratorio de Bioquímica y Biología celular del INS (Detección de 
la mutación K76T en el gen Pfcrt de Plasmodium falciparum mediante PCR y restricción 
enzimática. MEN-RO3.000.3010-006). Para un volumen final de reacción de 10 µL se 
tomaron de 4 a 5 µL del producto de PCR. Cuando la señal era una banda definida 
delgada (++) y cuando la señal era una banda gruesa (+++) solo se agregaron de 2 a 3 
µL máximo, en una mezcla de reacción con Buffer NE4 1X (New England BioLabs, 
Ipswich, MA, USA), 100 µg/mL de BSA y 0,1 U/µL de la enzima Afl II (New England 
BioLabs, Ipswich, MA, USA). La enzima de restricción BspTI (Afl II) proviene de la cepa 
E. coli que contiene el gen clonado Afl II de Anabaena flos-aquae y reconoce sitios 
C T^TAAG con el mejor corte a 37°C en buffer NE4 (Isoschizomeros: Afl II, BfrI, Bst98I, 
BstAFI, MspCI, Vha464I) . Las digestiones se dejaron en incubación en el baño serológico 
a 37°C durante toda la noche. Después de la incubación se realizó una electroforesis 
horizontal en un gel de agarosa (Promega, Madison, WI, USA) al 3% en buffer TBE a 
0,5X para observar los productos obtenidos. La electroforesis se corrió a 80-100 voltios 
en Buffer TBE 0,5X por 75 min aproximadamente. Luego se tiñó el gel con Gel RED 
(Biotium, Hayward, Ca, USA) 1X durante 30 min y se visualizó en un analizador de 
imágenes Gel Doc XR con el Software Quantity One® 1-D Analysis versión 4.6.2 de BIO-
RAD. 
 
3.4 Detección del número del copias del gen mdr1 de P. 
falciparum. 
 
Para implementar la detección del número de copias del gen mdr1 por PCR en tiempo 
real, se utilizó como control el ADN de las cepas de referencia 3D7 y Dd2, teniendo en 
cuenta hallazgos previos en donde se describe que la cepa Dd2, resistente a cloroquina y 
mefloquina cuenta con 2-4 copias del gen y la cepa 3D7 sensible a cloroquina, cuenta 
con una sola copia del gen (68, 69). El análisis del número de copias se realizó 
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empleando una cuantificación relativa por el método 2 -ΔΔCt. El gen myoC (ID: 
PF3D7_1329100) fue utilizado como normalizador porque posee una sola copia en el 
genoma de P. falciparum. Adicionalmente este gen es ortólogo de la miosina F de 
Toxoplasma gondii (70) la cual  es conservada en el Filo Apicomplexa y actúa como un 
motor dependiente de actina esencial para el posicionamiento de los centrómeros en la 
división del parásito y es fundamental para su supervivencia (71).  
 
La amplificación de cada uno de los genes fue realizada en el termociclador CFX96 
detection system de BioRad utilizando el kit para qPCR de Thermo Scientific DyNAmo 
HS SYBR Green (Loughborough, Leicestershire, Great Britain). Cada aislado o cepa 
control fue amplificada por triplicado. Los iniciadores empleados para la amplificación del 
gen mdr1 fueron los descritos en la metodología de Ferreira y colaboradores en el 2006,  
los cuales amplifican una región de 230 pb en el gen, mientras que para la amplificación 
del gen myoC se utilizaron los iniciadores reportados por Aponte en 2011 (72) que 
amplifican un fragmento de 151pb del gen;  las secuencias de los cuatro cebadores se 
listan en el Anexo A. 
 
3.4.1 Extracción de ADN 
Las cepas de referencia utilizadas como control son 3D7 y Dd2, teniendo en cuenta que 
la cepa Dd2 resistente a cloroquina y mefloquina cuenta con 2-4 copias del gen pfmdr1 y 
la cepa 3D7 sensible a cloroquina, cuenta con una sola copia del gen (68, 69). El ADN de 
estas cepas corresponde al mismo ADN utilizado para la detección de la mutación 769 en 
cepas de referencia, descrita en el numeral 3.3.1. 
 
3.4.2 Amplificación por PCR en tiempo real del gen mdr1.  
La optimización de la PCR se realizó con las cepas de referencia determinando las 
temperaturas del ciclo de amplificación y las concentraciones de los cebadores y del 
cloruro de magnesio (Anexo B). Las condiciones finales de la mezcla de PCR fueron: 
0,8µM cebadores, 3mM cloruro de magnesio (Promega, Madison, WI, USA), 1X Master 
Mix Buffer (Thermo Sicentific, Loughborough, Leicestershire, Great Britain) y 25ng/µL de 
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ADN plantilla en un volumen final de 20µL. Se utilizó un ciclo de amplificación de un paso 
con una Denaturación inicial (HotStart) de 95°C por 15 minutos, seguido por 40 ciclos de 
denaturación a 95°C por 25 segundos y de amplificación por un minuto a 60°C. Luego se 
realizó la curva de fusión de 65°C hasta 95°C con un incremento de 0,5°C por 10 
segundos. Para confirmar los tamaños de los amplicones y la cantidad de dímeros de 
cebadores durante el proceso de optimización, se realizaron electroforesis horizontales 
con los productos de amplificación en un gel de agarosa al 1,5% aplicando las mismas 
condiciones descritas para la detección de la mutación 769 en el gen Pfatp 6.   
 
3.4.3 Amplificación por PCR en tiempo real del gen myoC.  
Siguiendo la misma metodología aplicada para la amplificación del gen Pfmdr1, se 
pusieron a punto las condiciones de la PCR en tiempo real, finalmente se utilizó una 
mezcla con las siguientes condiciones: cebadores 0,5µM, cloruro de magnesio 
(Promega, Madison, WI, USA) 2,5mM, 1X Master Mix Buffer (Thermo Sicentific, 
Loughborough, Leicestershire, Great Britain) y 25ng/µL de ADN plantilla en un volumen 
final de 20µL. Para la amplificación se utilizó el ciclo  reportado por Aponte en 2011 con 
algunas modificaciones: Denaturación inicial 95°C por 15 minutos, seguido por 40 ciclos 
con una Denaturación a 95°C por 25 segundos, un anillaje a 53°C por 30 segundos y una 
extensión a 65°C por 30 segundos, luego se realizó la curva de fusión de 65°C hasta 
95°C con un incremento de 0,5°C por 10 segundos. Los productos de PCR también 
fueron corridos en una electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1,5% como se 
describió anteriormente. 
 
3.5 Resultados 
 
3.5.1 CI50s Cepas de referencia.  
Se realizaron los análisis de susceptibilidad in vitro para diez cepas de referencia 
provenientes de varias partes del mundo con diferentes fenotipos de respuesta a los 
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fármacos, se utilizaron como controles la cepa 3D7 reportada anteriormente (73) como 
susceptible a CQ y la cepa FCB-2 con resistencia media. Adicionalmente el origen de las 
otras cepas correspondía a regiones con reportes de resistencia a múltiples fármacos 
como Indochina, Tailandia y Camboya, con resistencia moderada como Brasil, Sudan y 
Colombia o con escasos reportes de resistencia como Honduras y Haití, donde aún 
existe alta susceptibilidad a CQ (74)  
 
Actualmente únicamente para CQ existe un punto de corte definido de 100nM para la 
clasificación de resistencia o susceptibilidad a través del ensayo de Microtest que (73). 
Por este motivo y por la gran cantidad de estudios que existen sobre la respuesta a este 
fármaco se utilizó como control de la técnica de susceptibilidad in vitro, teniendo en 
cuenta que la cepa susceptible 3D7 debía presentar CI50<100nM y la cepa FCB-2 con 
resistencia media un CI50 mayor a 100nM. Los CI50s obtenidos en los ensayos de 
susceptibilidad in vitro para cada cepa con cada fármaco se listan en la Tabla 3-1. 
 
Tabla 3-1: CI50 Cepas de Referencia 
 
NOMBRE ORIGEN CI50 CQ nM CI50 LUM nM CI50 ART nM CI50 DHA nM 
HAITI Haití 50,000 25,760 3,303 3,944 
FCB-1 Colombia 61,753 20,822 5,574 1,055 
3D7 África 50,000 13,847 4,264 4,085 
ITG2 Brasil 205,941 24,417 4,398 9,230 
CAMBOYA Camboya 124,515 5,058 3,182 6,091 
T4 Tailandia 514,766 3,298 4,633 1,611 
SUDAN Sudan 104,724 5,544 1,255 6,427 
HB3 Honduras <50,000 5,548 1,000 1,821 
Dd2 Indochina 92,345 21,743 3,801 6,865 
FCB-2 Colombia 127,947 2,956 2,572 1,005 
 
De las diez cepas analizadas tres tuvieron CI50s inferiores a 100nM para CQ, las cuales 
eran provenientes de África (3D7), Haití y Honduras (HB3); de estas cepas existen 
reportes anteriores de susceptibilidad a CQ (73, 75). La cepa Dd2 ha sido descrita como 
moderadamente resistente a CQ y resistente a Mefloquina (76) y las otras seis cepas de 
referencia con CI50s mayores a 100nM para CQ provienen de regiones geográficas con 
reportes de resistencia a este fármaco (7). El CI50 más alto fue de 514,766 nM 
encontrado en la cepa T4 proveniente de Tailandia, país encontrado en la zona del Gran 
Optimización con cepas de referencia 33 
 
 
Mekong, reconocida mundialmente por tener el fenotipo de resistencia a múltiples 
fármacos incluido CQ (11). 
 
Para LUM se encontraron CI50 superiores a 20nM en cuatro cepas, de las cuales tres 
fueron susceptibles a CQ y una es proveniente de Brasil donde ha existido presión con 
Mefloquina fármaco perteneciente a los arilaminoalcoholes la misma familia de LUM (77-
79). Tailandia tuvo el CI50 más bajo de todas las cepas de referencia mostrando una 
relación inversa entre la resistencia a CQ y la susceptibilidad a LUM. Todos los CI50s 
para los derivados de las artemisininas en las cepas de referencia evidenciaron una alta 
susceptibilidad con medias geométricas (Intervalo de Confianza IC de 95%) de 3,02 nM 
para ART (IC 95% 2.12 – 4.29) y de 3.23 nM para DHA (IC 95% 1.94 – 5.38). 
 
3.5.2 Detección del alelo S769N gen atp6  en cepas de referencia.   
Se pusieron a punto las condiciones de la PCR-RFLP para la detección del alelo 
presente en la posición 769 del gen atp6 de P. falciparum utilizando el ADN del banco de 
cepas de referencia del laboratorio de Bioquímica y Biología Celular del INS. Se probaron 
concentraciones de cloruro de magnesio desde 1mM hasta 3mM, concentraciones de los 
cebadores sentido y antisentido desde 0,2µM hasta 0,5µM y dos concentraciones de 
polimerasa de 1U y de 0,5U de enzima por cada reacción de PCR. Teniendo en cuenta la 
Temperatura de fusión de los cebadores, se probaron tres temperaturas de anillaje de los 
iniciadores 44°C, 46°C y 48°C. Para la digestión con la enzima AFLII se optimizó el 
tiempo de incubación probando desde 1hora hasta 24horas (Figura 3-2). Las condiciones 
seleccionadas fueron descritas en la metodología (Anexo B).  
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Figura 3-2: Optimización de la condiciones de PCR para la detección del alelo S769N del 
gen atp6. 
 
C-: Control Negativo. CONCENTRACIÓN MgCl2 S769N: 1) 1mM, 2) 1,5mM, 3) 2mM, 4) 2,5mM, 5) 3mM. 
CONCENTRACIÓN MgCl2  ATPU: 1) 1mM y 1U pol, 2) 1mM y 0,5U pol, 3) 1,5mM y 1U pol, 4) 1,5mM y 0,5U 
pol, 5) 2mM y 1U pol, 6) 2mM y 0,5U pol, 7) 2,5mM y 1U pol, 8) 2,5mM y 0,5U pol, 9) 3mM y 1U pol, 10) 3mM 
y 0,5U pol. CONCENTRACIÓN PRIMERS S769N: 1) 0,5µM, 2) 0,4µM, 3) 0,3µM, 4) 0,2µM. TIEMPO DE 
INCUBACIÓN Afl II: C+ Control positivo 1) 1h, 2) 5h, 3) 9h, 4) 16h, 5) 24h. 
 
 
Luego de establecer las condiciones necesarias para la PCR-RFLP se detectó el alelo 
presente en la posición 769 del gen atp6 en catorce cepas de referencia 3D7, T4, ITG-2, 
HB-3, Dd2, FCB1, FCB2, Sudan, Camboya, Haití, FCR-3 (Gambia), 7G8 (Brasil), Palo 
Alto (Uganda) e Indochina I/CDCT (Tailandia), la digestión de los productos de PCR fue 
observada por electroforesis un gel de agarosa al 3%. Todas las cepas de referencia 
presentaron el alelo silvestre (S769). 
 
Figura 3-3: Alelo en la posición S769N del gen atp6 
 
C+: Control sin digerir  1) 3d7  2) Gambia  3) Palo Alto  4) 7G8  5) Dd2  6) Camboya 7)Sudan 8) Hb3  9) FCB-
1  10) FCB-2  11) Indochina  12) T4  13) ITG2  14) Haití  
1000pb 
100 pb 
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La cepa utilizada como control 3D7 presenta en la secuencia del gen atp6 reportado en la 
base de datos PlasmoDB (ID GEN: PF3D7_0106300) el alelo silvestre en la posición 
2306pb, esto fue confirmado por la digestión con la enzima AFLII y posteriormente por 
secuenciación. La ausencia de este polimorfismo en las cepas de referencia se relaciona 
con los fenotipos altamente susceptibles a los derivados de artemisininas que fueron 
presentados por las diez cepas de referencia analizadas por la técnica de Microtest Mark 
III modificado. En la cepa de referencia T4 también se confirmó la ausencia de la 
mutación por secuenciación del gen atp6.  
 
3.5.3 Detección del número de copias del gen mdr1 en cepas de 
referencia  
Con el fin de poder determinar el número de copias del gen Pfmdr1 en los aislados de 
campo, se realizó inicialmente la optimización de las condiciones para la detección de la 
PCR en tiempo real tanto para la amplificación del gen Pfmdr1 como para la amplificación 
del gen Pfmyo C como gen “Housekeeping” normalizador, tal y como se describe en la 
sección de materiales y métodos. Se obtuvo entonces la amplificación de los genes mdr1 
y myoC en las cepas de referencia de P. falciparum  Dd2 y 3D7 y con los Ct obtenidos 
para cada uno de los genes en los diferentes experimentos se realizó la estimación del 
número de copias utilizando la ecuación del método 2-ΔΔCt: 
 
ΔΔCt= (Ct, mdr1 - Ct, myoC) Dd2 - (Ct, mdr1 - Ct, myoC) 3D7 
Nº copias mdr1 Dd2= 2-ΔΔCt 
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Tabla 3-2: N° de copias de la cepa control Dd2 en siete repeticiones.  
 
MUESTRA Ct MYOC Ct MDR1 ΔΔCt N° COPIAS 
Dd2 14,07 11,43 
-1,91 3,758091 
3D7 15,35 14,62 
Dd2 13,72 11,31 
-1,44 2,71320865 
3D7 15,59 13,18 
Dd2 13,82 11,35 
-1,04 2,05622765 
3D7 15,19 13,76 
Dd2 13,72 11,33 
-0,86 1,81503831 
3D7 15,59 13,66 
Dd2 12,91 11,94 
-0,8 1,74110113 
3D7 14,2 14,03 
Dd2 13,29 11,63 
-1,37 2,58470566 
3D7 14,93 14,64 
Dd2 13,03 11,77 
-1,72 3,29436407 
3D7 14,15 14,61 
 
La media geométrica de los Ct obtenidos para las cepas de referencia 3D7 y Dd2 con el 
gen mdr1 fue de 11,53 (IC 95%: 11,35 – 11,72)  y de 14,05 (IC 95%: 11,35 – 11,72) 
respectivamente; por otro lado para el gen myoc fue de 13.50 (IC 95%: 13,18 – 13,82) en 
3D7 y de 14,98 (IC 95%: 14,53 – 15,44) en Dd2, con un coeficiente de variación de 
1,21% en la RT-PCR del gen mdr1 y de 1,37% para el gen myoc, indicando una buena 
reproducibilidad en los ensayos. En promedio se obtuvo un número de copias del gen 
mdr1 en la cepa Dd2 de 2.57 con una desviación estándar de 0.76. Las curvas de 
amplificación obtenidas se muestran en la figura 3-4. 
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Figura 3-4: Amplificación de los genes mdr1 y myoc en cepas de referencia. 
 
A. 
B. 
 
 
C. 
 
En la figura se muestra en  la parte A. la curva de amplificación para el gen myoc en las dos cepas de 
referencia y dos aislados de campo, además se puede observar la curva de fusión con picos claramente 
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diferenciados para cada una de las muestras procesadas y una pequeña señal en el control negativo con una 
temperatura de fusión menor que las muestras, lo que indica que se debe probablemente a dímeros de 
cebadores. La parte B. corresponde a la curva de amplificación para el gen mdr1 en las dos cepas de 
referencia y dos aislados de campo con la curva de fusión respectiva donde también se observan picos 
claramente diferenciados para las dos cepas de referencia y una señal en el control negativo con una 
temperatura de fusión mucho menor que las muestras, lo que indica que se debe posiblemente a dímeros de 
cebadores, en las muestras se observa una curva de disociación más amplia esto se debe también a los 
dímeros de cebadores. En la última parte C. se muestra la electroforesis en el gel agarosa al 1,5%, donde se 
confirma la amplificación y el tamaño de los productos de PCR obtenidos , 230pb de base para mdr1 y 151pb 
para myoC. 
 
Para evaluar la eficiencia de las RT-PCR se utilizo el ADN de la cepa de referencia 3D7 a 
partir del cual se hicieron tres diluciones seriadas 1:10, 1:100 y 1:100 y se amplificaron 
con las condiciones estandarizadas para cada uno de los genes. Con las condiciones 
optimizadas para cada una de las RT-PCR se obtuvo una eficiencia >98%, lo que indica 
un buen rendimiento de la técnica como se observa en la figura 3-5. 
 
Figura 3-5: Curva estándar para las RT-PCR.  
 
 
 E= ((10 (^-1/pendiente))-1)*100 
E= ((10 (^-1/-3.37))-1)*100 
E= 98,03% 
E= ((10 (^-1/pendiente))-1)*100 
E= ((10 (^-1/-3.348))-1)*100 
E= 98,92% 
  
 
4. Detección de polimorfismos en aislados de 
campo 
 
4.1 Población de estudio 
 
Se seleccionaron pacientes con malaria no complicada por P. falciparum provenientes de 
tres departamentos endémicos en Colombia: Guaviare (72°38´25”W; 2°34´15’’N), 
Córdoba (7°59’13"N; 75°25’30"W) y Nariño (1°49’N; 78°52’W) con un índice parasitario 
anual de 0,79, 0,42 y 10,26 respectivamente (2), de los cuales se recolectaron muestras 
de sangre total con EDTA en papel filtro Whatman # 3.  Los criterios de inclusión y 
exclusión de los pacientes fueron determinados teniendo en cuenta las condiciones 
necesarias para realizar estudios de eficacia terapéutica y ensayos de susceptibilidad in 
vitro, ya que eran los dos componentes iniciales del proyecto de investigación del cual 
hace parte esta tesis. 
 
4.1.1 Criterios de inclusión.  
Las muestras fueron recolectadas de pacientes que participaron en el proyecto de 
investigación “Establecimiento de una línea de base de susceptibilidad in vivo e in vitro a 
coartem® en 3 localidades endémicas para malaria en Colombia” el cual es liderado por 
el grupo de Bioquímica y Biología Celular del Instituto Nacional de Salud (INS) y 
cofinanciado por Colciencias y el INS 210451929111. Este proyecto contemplaba la 
recolección de cuatro mililitros de sangre total en tubos tapa lila conteniendo EDTA, de 
los cuales 700 microlitros fueron empleados para la realización de gotas gruesas y la 
toma del hematocrito y 400 microlitros para distribuirlos en círculos de 100 microlitros 
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cada uno sobre el papel Wathman # 3. La cantidad restante fue empleada para la 
realización de los ensayos de susceptibilidad ex vivo a los antimaláricos. Así mismo se 
realizó seguimiento parásitológico a cada paciente durante al menos los primeros tres 
días desde el inicio del tratamiento, para lo cual fueron tomadas muestras de sangre del 
dedo del paciente en los días 1, 2 y 3 de seguimiento, las cuales se depositaron sobre 
portaobjetos para realizar la respectiva gota gruesa. Por último se realizó un seguimiento 
de la evolución clínica del paciente, el cual requería la presencia del paciente para el 
examen físico durante los días 1, 2, 3, 7, 14, 21 y 28  después de la administración de la 
primera dosis del Coartem®, según criterios definidos por la OMS para estudios de 
eficacia terapéutica. 
 
Debido a la necesidad de realizar los procedimientos descritos anteriormente, se 
definieron los siguientes criterios de inclusión: Paciente de edad mayor o igual a 2 años, 
con mono infección por Plasmodium falciparum diagnosticada empleando gota gruesa 
con una parasitémia asexual entre 500 y 50000 parásitos por microlitro; no haber tomado 
tratamiento antimalárico en las últimas 72 horas o mefloquina en las últimas cuatro 
semanas; no haber tomado otros fármacos que interfirieran con la farmacocinética de los 
antimaláricos; test de embarazo Suero/Orina marca Xerion (Ref:TIRAS35mm) negativo, 
no presentar enfermedades crónicas concomitantes, tener prueba de cloroquina en orina 
negativa por la técnica de Sacker-Solomons  reportada anteriormente (80, 81) y tener 
disposición para volver a los seguimientos programados. Todos los pacientes del estudio 
dieron su consentimiento informado o el de su tutor en caso de los pacientes menores de 
18 años quienes adicionalmente dieron su asentimiento (del niño de 8 a 17 años) para 
participar en el estudio. La investigación fue aprobada por el comité de ética en 
investigación  del INS. 
 
Para el caso particular de este trabajo, teniendo en cuenta que muchos de los pacientes 
no regresaron a los seguimientos programados hasta el día 28, este criterio de inclusión 
no fue tenido en cuenta y se tomaron las muestras que habían sido recolectadas en 
papel filtro y tenían ensayos de susceptibilidad ex vivo y seguimiento hasta el día uno, 
dos o tres post tratamiento, para posteriormente buscar la posible asociación de 
polimorfismos con la susceptibilidad ex vivo a ART, LUM y DHA o el retardo en el 
aclaramiento parasitario.    
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4.1.2 Criterios de exclusión.  
Antecedentes de convulsiones recientes, alteración del nivel de conciencia, señales de 
peligro como no poder beber o vómitos (más de dos veces en las 24 horas anteriores), 
señales de malaria grave, otras enfermedades crónicas, severas o embarazo, 
antecedentes de hipersensibilidad a cualquier medicamento a prueba o usado como 
tratamiento alternativo para P. falciparum. 
 
4.2 Detección de alelo 769 del gen atp6 en aislados de 
campo.  
4.2.1 Recolección de muestras de ADN.  
De los pacientes seleccionados para el estudio se realizó una toma de muestra de 
sangre por venopunción siguiendo las indicaciones del instructivo de Toma de muestra 
para estudios de susceptibilidad in vitro y marcadores moleculares de Plasmodium 
falciparum (INT-R03.000.3010-001) del Laboratorio de Bioquímica y Biología celular del 
INS. Inicialmente se marcó la tarjeta con el código asignado al paciente, la fecha y el día 
de inicio del tratamiento como día 0; posteriormente la muestra de sangre venosa fue 
distribuida para la realización del hematocrito, la gota gruesa, el extendido y la prueba de 
susceptibilidad ex vivo, por último la sangre residual del tubo con EDTA se distribuyó en 
el papel filtro, en cuatro gotas de 50-100µL cada una.  En los casos en que la muestra 
obtenida por venopunción no fue suficiente se realizó una punción capilar con una aguja 
o lanceta para obtener la sangre necesaria para el papel filtro. 
 
4.2.2 Extracción de ADN Chelex-Saponina 
Para las muestras de los aislados de campo procesadas por PCR anidada se realizó la 
extracción utilizando el método de ensayo del INS para la extracción de ADN de 
Plasmodium a partir de  muestras de sangre en papel filtro - protocolo de Chelex-
saponina (MEN:  MEN-RO3.000.3010-012), el cual consiste en recortar medio circulo de 
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la gota de sangre recolectada en el papel Whatman # 3 con un bisturí estéril y sumergirlo 
en un tubo con 1mL de Saponina (Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA) al 0.5% preparada 
en HBS 1X para la lisis de los glóbulos rojos, esto se incubó a 4ºC por 18 a 24 horas, 
después de la incubación se descartó la saponina con todos los residuos  y se lavó el 
papel filtro adicionando 1ml de PBS (Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA) 1X e incubando 
por 30 minutos a 4ºC. Luego del lavado se transfirió el papel filtro a un tubo con 200 µL 
de Chelex (Sigma-Aldrich St Louis, MO. USA) al 5% precalentado a 99ºC y se mezcló en 
vortex a 99ºC por 10 minutos, en seguida se centrifugó a 13000 rpm por 3 minutos, se 
recolectó el sobrenadante en un nuevo tubo y se centrifugó a 13000 rpm por 3 minutos 
nuevamente, esto permite la denaturación de las membranas del parásito por las altas 
temperaturas y la unión de los componentes celulares polares a la resina quelante de 
cationes débiles Chelex 100, dejando libre los ácidos nucleicos en el sobrenadante; por 
último se realizaron 3 alícuotas del sobrenadante y se almacenaron a -70ºC. 
 
4.2.3 Determinación del alelo S769N utilizando PCR-RFLP 
anidada.  
Para la detección del alelo S769N del gen atp6 en las muestras de los aislados de campo 
fue necesario modificar la metodología utilizada con las cepas de referencia debido a que 
la sensibilidad de la PCR se vio afectada, ya que la concentración de ADN en las 
muestras recolectadas en los papeles filtro es mucho menor que la obtenida de los 
cultivos in vitro de P. falciparum porque depende directamente de la parasitémia del 
paciente, para solucionar esto se utilizó una PCR-RFLP anidada, reportada por Adhin y 
colaboradores en 2012 (82) donde se modificó la técnica utilizada por Ferreira y 
colaboradores en 2008 (62), realizando antes de la PCR-RFLP una PCR universal que 
permitiera aumentar la cantidad de plantilla. La secuencia de los iniciadores utilizados en 
la PCR universal se observa en el Anexo B 
 
En esta PCR se pusieron a punto las concentraciones de cloruro de magnesio, de los 
cebadores y de la polimerasa, las temperaturas y tiempos de anillaje y extensión en los 
ciclos de temperatura de la PCR.  La mezcla de PCR de 10µL que se utilizó por último 
contenía 1X Green GoTaq® Reaction Buffer, 2mM de MgCl2 (Promega, Madison, WI, 
USA), 200 µM de dNTPs (Promega, Madison, WI, USA), 0,25 µM de cada uno de los 
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iniciadores, 0,1 U/µL de GoTaq® ADN Polymerase y 1µL de ADN plantilla. El ciclo 
térmico para la amplificación fue: Denaturación inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 
40 ciclos de: Denaturación a 94°C, anillaje a 44°C y extensión a 72°C por un minuto cada 
uno, por último se realizó una extensión final a 72°C por 10 minutos.  Se utilizaron los 
mismos controles positivo y negativo de la PCR realizada con las cepas de referencia. El 
producto amplificado es de 838 pb y abarca desde la posición 1752 hasta la 2605 del gen 
Pfatp6; este contiene en su secuencia el fragmento de 272pb amplificado por los 
iniciadores diseñados por Ferreira en 2008, por esto se utilizó como plantilla para realizar 
una segunda PCR anidada. 
 
En la PCR anidada se utilizaron los cebadores diseñados que tienen la secuencia para el 
corte de la enzima AflI empleados con las cepas de referencia. Se utilizo una  mezcla de 
PCR de 10 µL con 1X Green GoTaq® Reaction Buffer, 1mM de MgCl2 (Promega, 
Madison, WI, USA), 200 µM de dNTPs (Promega, Madison, WI, USA), 0,2 µM de cada 
uno de los iniciadores, 0,05 U/µL de GoTaq® ADN Polymerase y 0.5 µL del producto de 
la PCR universal como plantilla. El ciclo de la PCR usado fue el siguiente: Denaturación 
inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 20 ciclos de: Denaturación a 94°C, anillaje a 
48°C y extensión a 72°C cada uno por un minuto, por último se realizó una extensión 
final a 72°C por 5 minutos. Los controles positivos y negativos utilizados fueron los 
mismos que se utilizaron con las cepas de referencia. Con los productos obtenidos se 
realizó una electroforesis horizontal en un gel de 1,5% de agarosa (Promega, Madison, 
WI, USA) en buffer TBE  0,5X, el tamaño del producto amplificado fue de 272 pb. La 
electroforesis se corrió a 80-100 voltios en Buffer TBE a 0,5X por 30 min 
aproximadamente. Luego de finalizar la electroforesis se tiñeron los geles con Gel RED 
(Biotium, Hayward, Ca, USA) 1X durante 30 min y se visualizó en un analizador de 
imágenes UV Gel Doc XR con el Software Quantity One® 1-D Analysis versión 4.6.2 de 
BIO-RAD para observar la intensidad de la señal. 
 
El procedimiento para la digestión enzimática fue el mismo utilizado con las cepas de 
referencia, se determinó de igual forma la cantidad de amplificado para hacer la digestión 
enzimática dependiendo de la intensidad de la señal (+, ++, +++) que se observó en el 
gel. Para todas las muestras se obtuvo una señal de (++) y (+++) por lo que en un 
volumen final de reacción de 10 µL se agregaron de 4 a 5 µL o de 2 a 3 µL máximo del 
producto de PCR respectivamente, a una mezcla de reacción con Buffer NE4 1X (New 
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England BioLabs, Ipswich, MA, USA), 100 µg/mL de BSA y 0,1 U/µL de la enzima Afl II 
(New England BioLabs, Ipswich, MA, USA). Esta reacción se incubó en el baño 
serológico a 37°C durante toda la noche. Después de la incubación se realizó una 
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 3% en buffer TBE a 0,5X para observar 
los productos obtenidos. La electroforesis se corrió a 80-100 voltios en Buffer TBE 0,5X 
por 1 hora y 15 min aproximadamente. Luego se tiñó el gel con Gel RED 1X durante 30 
min y se se visualizó en un analizador de imágenes UV Gel Doc XR con el Software 
Quantity One® 1-D Analysis versión 4.6.2 de BIO-RAD. 
 
4.3 Determinación del número de copias del gen mdr1 en 
aislados de campos 
 
4.3.1 Extracción de ADN QIAAMP® ADN MICRO KIT. 
Para las muestras de los aislados de campo procesadas por PCR en Tiempo Real se 
realizó una extracción utilizando el Kit de Qiagen QIAamp® ADN Micro Kit  siguiendo las 
instrucciones del fabricante ya que con este se obtiene un ADN más puro, libre de 
impurezas que pueden interferir con la detección de la fluorescencia en la PCR 
cuantitativa. Este kit basado en las propiedades de unión selectiva de una membrana a 
base de sílice que permite la elución del ADN con agua, permitiendo obtener un ADN 
libre de proteínas, ADNasas y otras impurezas que interfieren con la acción de las 
polimerasas. El procedimiento consiste en cuatro pasos el primero es la lisis que se 
realiza por condiciones de Denaturación y altas temperaturas, utilizando proteinasa K y 
Buffer ATL, luego sigue la absorción del ADN por la membrana de sílice-gel optimizado 
por la adición del buffer AL al lisado que permite la separación de este por centrifugación,  
se realiza una purificación del ADN adicionando los buffers AW1y AW2. Por último se 
realiza la elución del ADN con un volumen de 60 µL de agua libre de ADNasas o de 
buffer AE. 
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4.3.2 Amplificación por PCR en tiempo real del gen mdr1.  
Se realizó una nueva  optimización de la PCR con los aislados de campo ajustando las 
temperaturas del ciclo de amplificación y las concentraciones de los cebadores y del 
cloruro de magnesio. Las condiciones finales de la mezcla de PCR fueron cebadores 
0,5µM, cloruro de magnesio 2,5mM (Promega, Madison, WI, USA), 1X Master Mix Buffer 
(Thermo Sicentific, Loughborough, Leicestershire, Great Britain) y 6µL de ADN plantilla 
en un volumen final de 20µL. Se utilizo un ciclo de amplificación de dos pasos con una 
Denaturación inicial (HotStart) de 95°C por 15 minutos, seguido por 40 ciclos de 
Denaturación a 95°C por 25 segundos y amplificación por un minuto a 58°C, luego se 
realizó la curva melting de 65°C hasta 95°C con un incremento de 0,5°C por 10 
segundos. Como confirmación a los productos de PCR se les realizo electroforesis 
horizontal en un gel de agarosa (Promega, Madison, WI, USA) al 1,5% con las mismas 
condiciones descritas anteriormente para confirmar los tamaños de los amplicones y la 
cantidad de dímeros de cebadores. Se utilizaron como control positivo de la amplificación 
las cepas de referencia Dd2 y 3D7 de P. falciparum en cada uno de los experimentos, 
cada aislado fue amplificado por lo menos dos veces. 
 
4.3.3 Amplificación por PCR en tiempo real del gen myo C.  
Partiendo de las condiciones optimizadas con las cepas de referencia se pusieron a 
punto las condiciones de la PCR para la amplificación de los aislados de campo. 
Finalmente se utilizó una mezcla con las siguientes condiciones: cebadores 0,5µM, 
cloruro de magnesio (Promega, Madison, WI, USA) 2,5mM, 1X Master Mix Buffer 
(Thermo Sicentific, Loughborough, Leicestershire, Great Britain) y 6µL de ADN plantilla 
en un volumen final de 20µL. Se utilizó el ciclo de amplificación reportado por Aponte en 
2011 con algunas modificaciones: Denaturación inicial 95°C por 15 minutos, seguido por 
40 ciclos con una Denaturación a 95°C por 25 segundos, un anillaje a 53°C por 30 
segundos y una extensión por 68°C por 30 segundos, luego se realizó la curva de fusión 
de 60°C hasta 95°C con un incremento de 0,5°C por 10 segundos. Los productos de 
PCR también fueron corridos en una electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 
1,5% como se describió anteriormente. 
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4.4 Secuenciación de los genes mdr1 y atp6 de P. 
falciparum. 
 
Se secuenciaron los genes mdr1 y atp6 a partir de productos de PCR para realizar la 
búsqueda de polimorfismos de nucleótido simple (SNPs por sus siglas en ingles) que 
estén relacionados con disminución de la susceptibilidad in vitro o con retardo en el 
aclaramiento parasitario.  
4.4.1 Selección de aislados 
Para seleccionar los aislados para secuenciación se tuvieron en cuenta los datos 
recolectados durante la fase de campo del proyecto del cual se obtuvieron las muestras 
de ADN en papel filtro “Establecimiento de una línea de base de susceptibilidad in vivo e 
in vitro a coartem® en 3 localidades endémicas para malaria en Colombia” que fue 
liderado por el grupo de Bioquímica y Biología Celular del INS. Se incluyeron 110 
pacientes en la fase de campo de este estudio que contaba con un componente de 
seguimiento clínico y parasitológico para evaluar la eficacia terapéutica de la 
combinación de Artemeter-Lumefantrina y con otro componente de análisis de la 
susceptibilidad de los aislados parasitarios ex vivo. De estas observaciones se 
consiguieron los datos de aclaramiento parasitario en los días uno, dos o tres después de 
iniciado el tratamiento de 100 pacientes y los datos de CI50s para cada uno de los 
fármacos de 110 aislados; a partir de esto se seleccionaron las muestras para 
secuenciación estableciendo como criterios la presencia de parasitémia asexual en el día 
tres, CI50s mayores a 20nM para LUM o CI50s mayores a 6nM para ART o DHA.  
4.4.2 Secuenciación del gen atp6 
Se realizó la secuenciación del gen atp6 desde la posición 28 hasta 3078 que 
corresponde a la principal fracción codificante. Para esto se utilizaron cinco pares de 
cebadores reportados anteriormente por Ferreira y colaboradores en 2007 (83) que 
fueron amplificados por PCR convencional en los aislados con CI50s superiores a 6nM 
para ART o DHA y en nueve aislados control con los CI50s más bajos para estos dos 
fármacos. Las secuencias de los cebadores utilizados se describen en el Anexo A. 
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Inicialmente se realizó la optimización de las concentraciones de cloruro de magnesio, de 
los cebadores y de la polimerasa, las temperaturas y tiempos de anillaje y extensión en 
los ciclos térmicos de la PCR. La mezcla de PCR de 35µL que se utilizó finalmente 
contenía 1X Green GoTaq® Reaction Buffer, 2mM de MgCl2 (Promega, Madison, WI, 
USA), 200 µM de dNTPs (Promega, Madison, WI, USA), 0,5 µM de cada uno de los 
iniciadores, 1.5 U de GoTaq® ADN Polymerase y 3µL de ADN plantilla. El ciclo térmico 
para la amplificación fue: Denaturación inicial a 94°C por 7 minutos, seguida por 35 ciclos 
de: Denaturación a 94°C, anillaje a 54°C y extensión a 70°C por un minuto cada uno, por 
último se realizó una extensión final a 70°C por 10 minutos.  Se utilizó como controles 
positivo las cepas de referencia 3D7 y T4, como control negativo se utilizó el mismo de la 
PCR realizada para la detección del alelo S769N en gen atp6. Las cinco PCR fueron 
corridas con las mismas condiciones y el mismo ciclo de PCR. 
 
Para verificar el tamaño de los productos amplificados, la presencia de una sola banda y 
además para realizar una estimación cualitativa de la concentración del amplicon a 
secuenciar, se realizó una electroforesis horizontal en un gel de 1,5% de agarosa 
(Promega, Madison, WI, USA) en buffer TBE  0,5X adicionando un volumen de 2µL de 
producto de PCR en el gel. La electroforesis se corrió a 100 voltios en Buffer TBE a 0,5X 
por 45 min aproximadamente. Luego de finalizar la electroforesis se tiñeron los geles con 
Gel RED (Biotium, Hayward, Ca, USA) 1X durante 30 min y se visualizó en un analizador 
de imágenes UV Gel Doc XR con el Software Quantity One® 1-D Analysis versión 4.6.2 
de BIO-RAD para observar la intensidad de la señal. Los productos de PCR fueron 
enviados a secuenciar a los laboratorios de Macrogen en Seul, Corea.  
4.4.3 Secuenciación del gen mdr1 
Se realizo la secuenciación del gen mdr1 en los aislados de campo que tuvieron CI50s 
mayores a 20nM y en siete aislados con los CI50s más bajos para LUM como control, 
utilizando los veinte cebadores reportados en 2010 por Imwong et al. que amplifican diez 
fragmentos del gen que van desde la posición 1 hasta la 4260. Las secuencias de los 
cebadores utilizados y el tamaño de los productos amplificados se describen en el Anexo 
A 
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Igual que con las PCR para la secuenciación del gen atp6 se ajustaron las temperaturas 
y tiempos de anillaje y extensión en los ciclos térmicos de la PCR y las concentraciones 
de cloruro de magnesio y de los cebadores. Se utilizaron las mismas condiciones de la 
mezcla y en el ciclo de amplificación para las diez PCR utilizando 3µL  de ADN como 
plantilla, 0,3 µM de cada uno de los iniciadores, 2mM de MgCl2 (Promega, Madison, WI, 
USA), 200 µM de dNTPs (Promega, Madison, WI, USA), 1.5 U de GoTaq® ADN 
Polymerase y Buffer Green GoTaq® Reaction1X a un volumen final de 35µL. Con el 
siguiente ciclo térmico: Denaturación inicial a 94°C por 7 minutos, seguida por 35 ciclos 
de: Denaturación a 94°C, anillaje a 52°C y extensión a 65°C por un minuto cada uno, por 
último se realizó una extensión final a 65°C por 10 minutos. Se utilizaron como control 
positivo las cepas de referencia 3D7, Dd2, HB3 y T4; como control negativo se utilizó el 
mismo de las anteriores PCR.  
 
Los productos de la PCR se corrieron en una electroforesis horizontal en un gel de 1,5% 
de agarosa (Promega, Madison, WI, USA) en buffer TBE  0,5X, para visualizar el tamaño 
de los productos amplificados y confirmar que no se presentaran bandas inespecíficas o 
barridos en las muestras que serian enviadas a secuenciar, además se sirvió un volumen 
de 2µL de producto de PCR en el gel nuevamente para realizar la estimación de la 
concentración del amplicón. Se utilizaron las mismas condiciones de voltaje, buffer y 
tiempo que para el gen atp6. Igualmente la tinción y la visualización de los geles. Los 
productos de PCR fueron también enviados a secuenciar a los laboratorios de Macrogen 
en Seul, Corea. 
4.4.4 Análisis bioinformático 
Con los resultados recibidos de la secuenciación en Macrogen se realizó un control de 
calidad de las secuencias, seguido de los alineamientos para el ensamblaje de los 
fragmentos del gen, un alineamiento múltiple de todas las secuencias analizadas para la 
búsqueda y posterior traducción de los SNP, luego se realizó la correlación de estos con 
las características fenotípicas de los aislados 
 
 ALINEAMIENTOS DE LAS SECUENCIAS.  
Inicialmente se revisó la calidad de las secuencias recibidas y se realizó el alineamiento 
del las secuencias Sentido y Anti sentido de cada uno de los productos de PCR utilizando 
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el software BioEdit Sequence Alignment Editor v7.2.5. Se generó un documento de texto 
plano con las secuencias consenso de los fragmentos de cada gen para cada una de las 
muestras, este documento fue utilizado en el mismo editor y se realizó el alineamiento de 
las secuencias contiguas para obtener la secuencia total de interés utilizando los 
parámetros que trae el software por defecto quedando así el alineamiento  con al menos 
20pb sobrelapadas en las secuencias y con mínimo 85% de identidad. Igual que en el 
alineamiento anterior se creó un documento de texto plano con todas las secuencias del 
gen completas de cada una de las muestras. Posteriormente se realizó un alineamiento 
de las secuencias obtenidas con la herramienta de bioinformática BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool), disponible en www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ para comparar las 
secuencias con las bases de datos y confirmar su identidad frente al genoma de 
referencia de la cepa 3D7; este mismo procedimiento se realizó con la base de datos 
PlasmoDB 4.4 exclusiva del genero Plasmodium disponible en 
http://plasmodb.org/plasmo/. 
 
 IDENTIFICACIÓN DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SIMPLE (SNPs). 
Para la búsqueda de polimorfismos en las secuencias de ADN se realizó un alineamiento 
múltiple utilizando el programa disponible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 
ClustalW2 del Instituto Europeo de Bioinformática (EBI). Se ingresaron las secuencias de 
cada una de las muestras, las secuencias de las cepas de referencia y la secuencia 
reportada en PlasmoDB para Plasmodium falciparum 3D7 con cada uno de los genes. 
Los genes de referencia utilizados fueron: PF3D7_0523000 multidrug resistance proteína 
(MDR1) P. falciparum 3D7 y PF3D7_0106300 calcium-transporting ATPase (ATP6) P. 
falciparum 3D7. A partir de este alineamiento se seleccionaron los SNPs de interés 
teniendo en cuenta el grupo de controles y el grupo con los CI50s altos que se 
determinaron para cada uno de los aislados. 
 
 TRADUCCION DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SIMPLE (SNPs). 
Los polimorfismos detectados por el alineamiento múltiple de las secuencias fueron 
traducidos y analizados utilizando  el programa CodonCode Aligner v4.2.7 que permite el 
alineamiento múltiple de las secuencias y su traducción en los tres marcos de lectura, lo 
que ayudó en la identificación de las mutaciones sinónimas y las no sinónimas, 
incluyendo en esta comparación la secuencia de referencia 3D7 a partir de la cual se 
determinó el marco de lectura correcto. 
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4.5 Resultados 
 
4.5.1 Población de Estudio  
Dentro del estudio de campo realizado como parte del proyecto de investigación 
“Establecimiento de una línea de base de susceptibilidad in vivo e in vitro a coartem® en 
3 localidades endémicas para malaria en Colombia” se captaron 157 pacientes con 
malaria no complicada por P. falciparum en tres departamentos: 11 en Guaviare, 41 en 
Córdoba y 105 en Nariño. De estos pacientes fueron incluidos finalmente en el estudio 
110 pacientes de los cuales 10 provenían de Guaviare, 32 de Córdoba y 68 de Nariño; 
los criterios para excluir los pacientes además de los mencionados en la metodología 
fueron presentar parasitémias mixtas, la no adaptación de los aislados a el cultivo ex vivo 
con medicamentos o datos faltantes en los análisis de susceptibilidad a los 
medicamentos. Los 110 aislados de las tres localidades analizadas tenían un rango de 
parasitémia entre 241 – 54800 trofozoitos/µL. No todas las muestras fueron utilizadas 
para la búsqueda de los polimorfismos genéticos asociados con disminución de la 
susceptibilidad, la cantidad utilizada para cada una de las metodologías se muestra en la 
siguiente Figura.  
 
Figura 4-1: Muestras analizadas por cada una de las metodologías.  
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4.5.2 CI50s aislados de campo. 
Se procesaron por el método de maduración de esquizontes 110 muestras de las  tres 
localidades endémicas. En el departamento de Guaviare se obtuvieron 10 aislados, en el 
departamento de Córdoba 32 y en el departamento de Nariño 68 (Figura 4-1). Las 
medias geométricas (Intervalo de Confianza de 95%) para el total de las  muestras 
analizadas en cada uno de los fármacos fueron 141.15 nM para CQ (IC 95% 125.26 – 
159.06), 7.07 nM para LUM (IC 95% 6.29 – 7.96), 1.65 nM para ART (IC 95% 1.44 – 
1.91) y 1.18 nM para DHA (IC 95% 1.03 – 1.35). Las medias geométricas para cada 
fármaco por localidad se resumen en la siguiente tabla: 
 
Tabla 4-1: Media Geométrica de los CI50s en los  aislados. Media Geométrica (Rango)  
 
El fármaco utilizado como control CQ fue el único que mostro CI50s que pueden ser 
asociados con resistencia, esto ya ha sido reportado anteriormente (84, 85). Por otro lado 
aunque en general la población analizada muestra una muy buena susceptibilidad ex vivo 
a los tres fármacos de interés, dentro de las muestras analizadas se encontraron algunos 
datos atípicos para LUM, ART y DHA que evidencia una leve disminución en la 
susceptibilidad de unos pocos aislados. De los 110 aislados utilizados solo el 5,5% 
(6/110) tuvo CI50s superiores a 20nM para LUM de los cuales uno provenía de la región 
de Nariño, dos del Guaviare y tres de Córdoba, por otro lado solo el 7.2% (8/110) de los 
aislados tuvo CI50s superiores a 6nM para ART o DHA, uno proveniente de San José del 
Guaviare, dos de la región de Córdoba y cinco de Nariño. Las muestras que presentaron 
los CI50 más altos para estos tres fármacos se resumen en la siguiente tabla, los datos 
más altos en cada uno de los grupos se encuentran resaltados. 
 
ANTIMALARICO 
GUAVIARE (N=10) CÓRDOBA (N=32) NARIÑO (N=68) 
CI50 (nM) CI50 (nM) CI50 (nM) 
CLOROQUINA 96.47 (50-246.36) 125.51 (50-512.98) 157.77 (50-914.84) 
LUMEFANTRINA 8.50 (1.56-50.37) 8.05 (1.8-47.03) 6.47 (2.5-29.38) 
ARTEMETER 2.55 (1.06-7.17) 1.23 (0.47-7.23) 1.80 (0.5-12.17) 
DIHIDROARTEMISININA 2.27 (0.88-7.51) 0.77 (0.27-5.12) 1.32 (0.5-7.58) 
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Tabla 4-2: Aislados con los CI50s más altos para cada medicamento. 
MUESTRA MICROTEST 
CI50 LUM (nM) CI50 ART (nM) CI50 DHA (nM) 
SJG006 21,45 3,67 1,04 
SJG008 50,37 1,96 1,18 
SJG009 15,90 7,17 7,51 
TAC001 24,995 3,306 1,534 
TAC007 10,517 7,228 5,123 
TAC015 24,303 2,212 1,985 
MLC002 11,696 6,330 2,338 
MLC005 47,027 0,606 0,500 
TUN048 14,565 2,131 7,582 
TUN050 10,544 1,966 6,437 
TUN069 29,378 12,169 3,424 
TUN071 12,170 10,210 4,740 
TUN076 6,587 7,846 4,412 
 
Estos aislados fueron seleccionados para realizar los análisis posteriores de búsqueda 
de polimorfismos que puedan estar asociados con disminución de la susceptibilidad a 
alguno de los tres fármacos de interés. 
 
4.5.3 Búsqueda de la mutación S769N  en aislados de campo.  
Para todos los 110 aislados de campo se utilizó la PCR-RFLP anidada sin importar la 
parasitémia de la muestra, esto permitió obtener amplificados con una señal de al menos 
++ en la electroforesis realizada después de la PCR anidada (Figura 4-2), un producto de 
272 pb fue observado en todos los aislados. Se realizó la digestión de los 110 productos 
obtenidos de las PCR anidada con la enzima Afl II y de los respectivos controles positivos 
de las PCR, en todas las digestiones realizadas se observo un tamaño del producto 
digerido de 250pb por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 3% (Figura 4-
3).Todos los aislados obtenidos en las tres localidades geográficas, presentaron el alelo 
silvestre en la posición 769 del gen atp6. 
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Figura 4-2: Electroforesis PCR anidada en aislados de Tumaco. 
 
Gel de Agarosa de 1,5%. PM: 100pb C+: Control positivo 3d7  C-: Control negativo  1)TUN001  2)TUN002  
3)TUN003 4)TUN004 C-U: Control negativo PCR Universal 5) TUN006  6)TUN007  7)TUN008  8)TUN009  
9)TUN010 10)TUN011  11)TUN012  12)TUN013  13)TUN014  14)TUN015  15)TUN016  16)TUN017   
 
Figura 4-3: Electroforesis digestiones en aislados de Tumaco. 
 
Gel de Agarosa de 3%. PM: 100pb  C: Control sin digerir 1)TUN001  2)TUN002  3)TUN003 4)TUN004  5) 
TUN006  6)TUN007  7)TUN008  8)TUN009  9)TUN010 10)TUN011  11)TUN012  12)TUN013  13)TUN014  
14)TUN015  15)TUN016  16)TUN017  17)TUN018  18)TUN019 
 
PM C+ C-  1    2    3    4  C-U 5    6    7    8   9   10  11  12 13  14 15  16 
1000pb 
500 pb 
 
100 pb 
272pb 
  ↓  
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4.5.4 Determinación del número de copias del mdr1 en aislados 
de campo 
Se utilizaron las mismas condiciones que con las cepas de referencia para la 
cuantificación del número de copias del gen  mdr1. Sin embargo sólo se obtuvieron 
resultados interpretables en 81 aislados, en los cuales se corrieron al menos dos 
repeticiones por cada muestra y se obtuvo el promedio de los datos. La media 
geométrica (MG) del número de copias del gen mdr1 en los aislados estudiados fue de 
1,43 (IC 95% - Rango: 1,27– 1,60), a pesar de contar con una cantidad de muestras 
diferente para cada una de las localidades, se encontraron diferentes número de copias 
del gen en cada una de las regiones como se muestra en la Gráfica. 
 
Gráfica 4-4: Numero de copias del gen mdr1 según la localidad de recolección. 
 
1.  Guavire. 2. Córdoba. 3. Nariño 
 
Del total de los aislados evadoluados el 67% (54) tuvo una sola copia del gen mdr1 con 
una gran variedad en los valores de CI50 para cada uno de los fármacos utilizados, el 
19% (15)  presento dos copias, el 10% (8) tuvo 3 copias, el 2% (2) tuvo 4 copias y el otro 
2% tuvo 5 copias del gen (Grafica 4-2). El mayor valor encontrado fue de 4,9 y el menor 
fue de 0,5 en los aislados; es importante destacar que la muestra con 4,9 copias del gen 
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mdr1  tuvo un CI50 para LUM de 29,38nM y para ART de 12,17nM, sin embargo al hacer 
el seguimiento de la parasitémia del paciente del cual se obtuvo este aislado,  se observó 
que para el día segundo de seguimiento la parasitémia fue de cero, lo que quiere decir 
que esto no se correlaciona con una respuesta in vivo con retardo en el aclaramiento 
parasitario. 
 
Gráfica 4-5: Porcentaje de asilados por N° de copias del gen mdr1 
 
 
4.5.5 Secuenciación de los genes atp6 y mdr1 
 SELECCIÓN DE AISLADO.  
En todos los 100 pacientes a los cuales se les realizó el seguimiento del aclaramiento 
parasitario se observó la eliminación de la parasitémia en sangre en el día dos mediante 
gota gruesa negativa, la ausencia de parasitémia asexual en el día tres evidencia una 
muy buena acción in vivo de la terapia combinada de Artemeter-Lumenfantrina en las 
tres localidades del estudio, por lo que este criterio no permitió seleccionar ningún aislado 
parasitario para la búsqueda de posibles polimorfismos asociados con disminución de la 
susceptibilidad por secuenciación.  
 
Igualmente  en las pruebas ex vivo en todos los aislados analizados se obtuvo una alta 
susceptibilidad a los tres fármacos probados, sin embargo se seleccionaron las muestras 
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con los CI50s más altos para cada uno de los fármacos para la secuenciación de los 
genes Pfmdr1 y Pfatp6. De las 110 muestras procesadas 6 (6,45%) aislados tuvieron 
CI50s superiores a 20nM para LUM y 8 (7,27%) tuvieron CI50s superiores a 6nM para 
ART o DHA; además se seleccionaron los 7 aislados con los CI50s más bajos para LUM 
y 9 aislados con los CI50s más bajos para ART o DHA provenientes de las mismas 
regiones que las muestras con los CI50s más altos. Estos últimos aislados fueron 
utilizados como control para poder descartar los SNPs que fueran propios de la población 
de parásitos de cada una de las localidades, pero que no estuviera asociados a cambios 
en la respuesta a los fármacos. Por último se utilizaron como control las cepas de 
referencia 3D7, HB3, T4 y Dd2, dos de las cuales son susceptibles a CQ y dos son 
resistentes como se muestra en la tabla 4-3. 
 
Tabla 4-3: Aislados y cepas de referencia seleccionados para secuenciación. 
MUESTRA 
Pfmdr1  
MUESTRA 
Pfatp6 
CI50 LUM (nM)  CI50 ART (nM) CI50 DHA (nM) 
SJG006 21,45  SJG009 7,17 7,51 
SJG008 50,37  TAC007 7,23 5,12 
TAC001 24,99  MLC002 6,33 2,34 
TAC015 24,30  TUN048 2,13 7,58 
MLC005 47,03  TUN050 1,97 6,44 
TUN069 29,38  TUN069 12,17 3,42 
SJG002 1,56  TUN071 10,21 4,74 
SJG005 2,29  TUN076 7,85 4,41 
TAC003 5,11  SJG005 1,08 0,88 
TAC018 3,41  TAC017 0,50 0,50 
MLC020 1,87  MLC005 0,61 0,50 
TUN023 2,50  MLC013 0,50 0,50 
TUN055 2,57  TUN025 1,44 0,95 
   TUN038 0,50 1,00 
   TUN039 0,68 1,36 
   TUN041 0,62 3,48 
   TUN043 1,599 1,954 
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 SECUENCIACION DEL GEN atp6 Y mdr1 
Inicialmente se probaron cinco concentraciones diferentes de cloruro de magnesio para 
los quince pares de cebadores, además se probaron tres temperaturas de anillaje para 
los cebadores utilizados para el gen atp6 y del mismo modo con los cebadores utilizados 
para el gen mdr1, se seleccionaron las condiciones en las que se obtuvo la mejor señal 
(Figura 4-6) en los fragmentos amplificados. 
 
Figura 4-6: Optimización de condiciones de PCR enviadas para secuenciación gen atp6 
 
Gel de Agarosa de 1%. PM: 100pb   1) Producto PCR 1 3D7   2) Producto PCR 1 T4  3) Producto PCR 2 3D7    
4) Producto PCR 2 T4  5) Producto PCR 3 3D7   6) Producto PCR 3 T4  7) Producto PCR 4 3D7   8) Producto 
PCR 4 T4 9) Producto PCR 5 3D7  10) Producto PCR 5 T4. 
 
Se realizó la amplificación del gen atp6 en 17 aislados y en las cepas de referencia 3D7 y 
Dd2, se obtuvieron en total 5 productos de PCR por cada una de las muestras y 
controles, que correspondían a cinco fragmentos que se sobrelapan para abarcar la 
secuencia del gen desde la posición  28 hasta 3078. La amplificación del gen mdr1 se 
realizo en 13 aislados y en las cepas de referencia 3D7, Dd2, T4 y Hb3. Para la 
secuenciación de este gen se amplificaron 10 fragmentos por PCR que del mismo modo 
se sobrelapan para cubrir la longitud total del gen. Finalmente se obtuvieron 265 
productos de PCR que fueron enviados para secuenciación a los laboratorios de 
Macrogen en Seul-Corea, esta secuenciación fue realizada en el sistema de Applied 
Biosystems 3730xl por el método de “dye terminator sequencing” (Figura 4-7 y Figura 4-
8). 
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Figura 4-7: Amplificación de las muestras con los cebadores de la PCR 7 y 8 para mdr1 
 
Gel de Agarosa de  1.5%. PM: 100pb  C-: Control Negativo  C+: 3D7 1)SJG006  2)SJ008  3)TAC001 
4)TAC0015  5) MLC005  6)TUN069  7)SJG002  8)SJG005  9)TAC003 10)  11)TAC018  12)MLAC020 
13)TUN023  14)TUN055  15)SJG006  16)SJG008  17)TAC001  18)TAC015 19)TMLC015  20)MLC005  
21)TUN069  22)SJG002  23)SJG005  24)TAC003  25)TAC018  26)MLC020  27)TUN023 28)TUN055 
 
Figura 4-8: Amplificación de las muestras con los cebadores de la PCR 5 y 6 para mdr1 
 
Gel de Agarosa de  1.5%. PM: 100pb  C-: Control Negativo  C+: 3D7 T4 1)SJG006  2)SJ008  3)TAC001 
4)TAC0015  5) MLC005  6)TUN069  7)SJG002  8)SJG005  9)TAC003 10)  11)TAC018  12)MLAC020 
13)TUN023   14)SJG006  15)SJG008  16)TAC001  17)TAC015 18)TMLC015  19)MLC005  20)TUN069  
21)SJG002  22)SJG005  23)TAC003  24)TAC018  25)TUN023 28)SJG006  29)SJ008  30)TAC001 
31)TAC0015  32) MLC005   
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 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO.  
Por cada uno de los productos enviados a secuenciación en Macrogen se recibió una 
secuencia sentido (5´→ 3´) y una secuencia anti sentido (3´→ 5´) para un total de 530 
secuencias, de las cuales fue necesario repetir a partir de un nuevo producto de PCR 60 
secuencias (11,3%). 
 
o Alineamientos De Las Secuencias.  
El alineamiento realizado con la herramienta BLAST del NCBI para las secuencias del 
gen pfmdr1 mostró una identidad del 99% con la secuencia Plasmodium falciparum 3D7 
chromosome 5 ID: emb|AL844504.1| con un E value de 0.0 en las 13 muestras 
analizadas y la cepa de referencia Hb3. Para la secuencia de la cepa de referencia 3D7 
adquirida en el banco de cepas biológico del laboratorio de bioquímica y biología celular 
del INS se obtuvo una identidad del 100% con esta misma secuencia ID: 
emb|AL844504.1| nuevamente con un “E value” de 0.0; por otro lado para las otras dos 
cepas Dd2 y T4 se obtuvo una identidad del 99% con el gen “Plasmodium falciparum 
strain W2 Pgh (PFE1150w) gene, complete cds ID: gb|GU797314.1” también con un “E 
value” de 0.0. Por medio de esta misma herramienta BLAST se obtuvo para las 
secuencias del gen pfatp6 el alineamiento con la secuencia “Plasmodium falciparum 
strain 3D7, chromosome 1 ID: ref|NC_004325.1|” que presento un 99% de identidad y un 
“E value” de 0.0 en todas las 17 secuencias de los aislados y en la cepa de referencia 
Dd2, la cepa 3D7 tuvo una identidad de 100% con este gen. 
 
Por otro lado al utilizar la base de datos PlasmoDB 4.4 para la secuencia del gen pfmdr1 
se obtuvo un alineamiento con el gen de Plasmodium_falciparum_3D7 multidrug 
resistance protein (MDR1) ID: PF3D7_0523000 con una identidad del 99% para los 13 
aislados secuenciados y las cepas de referencia Dd2, T4 y Hb3. La cepa de referencia 
3D7 del banco de cepas biológico del laboratorio de bioquímica y biología celular del INS 
tuvo una identidad de 100% con este mismo gen, todas las secuencias presentaron un E 
value de 0.0. Para la secuencia del gen pfatp6  el alineamiento en esta base de datos 
exclusiva para Plasmodium mostró una identidad del 99% con el gen 
Plasmodium_falciparum_3D7 calcium-transporting ATPase (ATP6) ID: PF3D7_0106300 
con un E value de 0.0, nuevamente para la cepa 3D7 utilizada como control la identidad 
con este gen fue del 100%. 
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o Identificación De Polimorfismos De Nucleótido Simple (SNPs).  
El alineamiento múltiple realizado en el programa ClustalW2 presento una identidad ≥ al 
99% en todas las secuencias tanto para las secuencias del gen mdr1 como para las 
secuencias del gen atp6. Se identificaron tres SNPs en el gen atp6 y uno en el gen mdr1 
que no han sido reportados anteriormente, además  se determinó el alelo presente en 14 
posiciones del gen  mdr1 que han sido asociadas con cambios en la susceptibilidad a los 
antimaláricos y en 31 posiciones del gen atp6 también reportadas anteriormente (Anexo 
C). 
 
Los polimorfismos traducidos en el programa CodonCode Aligner v4.2.7 permitieron 
identificar una mutación sinónima reportada anteriormente en el gen atp6  en todos los 
aislados secuenciados,  dos no sinónimas y dos deleciones en este mismo gen; en el gen 
mdr1 se detectó una mutación no sinónima en un aislado de Córdoba que no ha sido 
reportada anteriormente, la cepa de referencia Hb3 presento dos mutaciones no 
sinónimas reportadas anteriormente. En las muestras secuenciadas de las localidades de 
Guaviare y Montería  se encontró la mutación no sinónima referida por Redd en 2000, 
una deleción en todos los aislados y una inserción en las cepas de referencia Dd2 y T4. 
Estas dos cepas también presentaron la mutación 86Y que ha sido anteriormente 
asociada con resistencia a múltiples fármacos antimaláricos. 
 
El polimorfismo en la posición 307 del gen atp6 se presento en el  37.5% (3/8) de las 
muestras que tuvieron los CI50 mas altos para ART o DHA. Para analizar la posibilidad 
de una asociación estadísticamente significativa de este SNPs con la sensibilidad a estos 
medicamentos se utilizo el Test exacto de Fisher (bilateral), se organizaron en una tabla 
de contingencia de 2x2 los datos de los CI50 para ART o DHA y el alelo presente en la 
posición 307 de cada uno de los aislados y se obtuvo un valor p= 0.2941, esto indica que 
no existe una correlación significativa entre esta mutación y los cambios en la 
susceptibilidad a ART o DHA. 
 
La deleción en los aislados e inserción en las cepas T4 y Dd2 se encuentran en una 
región reportada anteriormente como de baja complejidad de aminoácidos (LCR), en 
donde se han reportado diferentes perfiles según la cantidad de residuos de Asn y Asp 
que se presenten y se caracteriza por 7 Asn en tándem, seguido por dos Asp y luego una 
variedad de residuos Asn nuevamente que van desde 2 hasta once, la deleción en las 
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muestras comparado con el genoma de referencia de la cepa 3D7 ocasiona un perfil 7-2-
9 similar al reportado para cepas de Brasil, Honduras, Gana, Sierra Leona y Tailandia, 
que no ha sido asociado con cambios en la susceptibilidad a LUM, MQ, CQ, QN o DHA. 
Por otro lado la inserción en la cepa Dd2 T4 coincide con el perfil 7-2-11 reportado 
anteriormente y que se asocia con mayor sensibilidad a LUM y menor a MQ, QN y DHA 
(28, 86). 
 
Los demás polimorfismos que se encontraron en estos dos genes no evidencian ninguna 
asociación con las diferencias en la susceptibilidad de cada uno de los aislados, se 
presentan en todas las muestras secuenciadas sin diferenciación alguna con respecto al 
fenotipo de susceptibilidad o en el caso de la posición 1217 del gen mdr1 se presenta 
solo en un aislado de la localidad Córdoba.  
  
 
5. Discusión  
 
La caracterización de la susceptibilidad en las cepas de referencia mostró resultados 
similares a los reportados anteriormente, con una variedad de respuestas a los fármacos 
que abarcan desde lo altamente sensible hasta la resistencia, principalmente en el 
antimalárico de referencia CQ. La cepa utilizada con mayor frecuencia a nivel mundial 
para los estudios de P. falciparum es 3D7 proveniente de África, ya que es la única cepa 
que cuenta con la secuencia completa de su genoma. Esta cepa es susceptible a CQ 
(73), del mismo modo que las cepas provenientes de Haití y Honduras, regiones 
endémicas sin resistencia a este fármaco en la actualidad (74, 87) y que ya han sido 
reportadas anteriormente como sensibles (44). La cepa T4 proveniente de la región del 
Gran Mekong tuvo el IC50 más alto para CQ, Es importante resaltar esto ya que 
diferentes cepas con este tipo de fenotipos son frecuentemente utilizadas para estudios 
de presión selectiva con medicamentos (11, 88), utilizados actualmente para la búsqueda 
de marcadores moleculares de resistencia porque presentan resistencia acelerada a 
múltiples antimaláricos. Esto ha sido asociado con parásitos hipermutables propios de 
esta subregión que muestran una alteración en los genes involucrados en las vías de 
reparación del ADN, causando por esto tal vez los cambios genéticos que permiten el 
rápido desarrollo de resistencia por la presión con los diferentes medicamentos (89, 90). 
Para LUM se obtuvo un aumento en los IC50 en tres cepas que puede estar relacionado 
con una respuesta inversa a la susceptibilidad a CQ (91), como la descrita en 2004 por 
Johnson y colaboradores donde se evidenció este tipo de respuesta en clones 
resistentes a halofantrina y susceptibles a CQ y con una resistencia cruzada a 
mefloquina. Tanto la mefloquina como la halofantrina, la quinina y la LUM pertenecen al 
grupo de antimaláricos arilaminoalcoholes por lo que se encuentran estructuralmente 
relacionados (92). Es también por esto que tal vez que la cepa Dd2 presenta un IC50 
para CQ más bajo que W2 (84, 93) que es su cepa ancestral y un mayor número de 
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copias en el gen Pfmdr1 (94). ART y DHA mostraron una alta susceptibilidad en todas las 
cepas, lo que puede ser debido a que ninguna ha sido expuesta o presionada a estos 
fármacos anteriormente. Además la mayoría proviene de países en los que no se ha 
reportado aun resistencia a los derivados de las artemisininas.   
 
Los aislados de campo presentaron una buena susceptibilidad in vitro a LUM, ART y 
DHA, lo cual  está asociado a una buena eficacia del tratamiento actualmente utilizado en 
Colombia para el tratamiento de la malaria no complicada contra Plasmodium falciparum. 
Este comportamiento es comparable con las investigaciones de susceptibilidad 
realizadas anteriormente en el país que reportan alta sensibilidad para DHA y LUM 
(IC50<10nM) en Choco, Nariño y Leticia en los años 2006 y 2007 (84) y una media de 
1.86nM  (IC95% 0,58 – 3,13) para DHA en la región de Antioquia en el año 2008 (95). 
Pese a la buena respuesta a los derivados de artemisinina, en este último estudio de 
2008 un aislado  de Antioquia presentó un IC50 de 14,09 nM para DHA; en el presente 
estudio ninguno de los aislados analizados presentó una susceptibilidad >10nM para 
DHA, sin embargo dos de los aislados presentaron IC50s >10nM para ART (12.17 y 
10.21nM), pero estos resultados obtenidos en la prueba ex vivo no presentaron ningún 
correlación con la evaluación in vivo ya que los dos pacientes de los cuales fueron 
obtenidos estos aislados mostraron un aclaramiento parasitario en el día 2 post 
tratamiento. Por otro lado es importante resaltar que en el año 2006 y 2007 se reportó un 
IC50 para LUM menor a 10nM para todos los aislados; por el contrario en este estudio 
cinco años después, se observa que el 23,63% (26/110) de las muestras evaluadas 
presentan IC50s > a 10nM, de hecho 5.45% (6/110) del total de los aislados tuvieron 
IC50s > a 20nM, dentro de los cuales se encuentran dos aislados con IC50s > a 40nM; 
este aumento en las concentraciones inhibitorias evidencia una leve disminución en la 
susceptibilidad y recalca la importancia de vigilar la respuesta  in vitro  a los 
antimaláricos, ya que esta herramienta permite de forma anticipada detectar cambios en 
la susceptibilidad  a los fármacos permitiendo así proteger la efectividad de los derivados 
de artemisinina por medio de los cambios oportunos de las terapias combinadas con 
estos, antes de que se pierda la eficacia de los tratamientos utilizados. 
 
Las pruebas de susceptibilidad in vitro se han realizado a nivel mundial porque presentan 
varias ventajas sobre las otras herramientas utilizadas para monitoreo de la respuesta a 
los antimaláricos, la mayor cantidad de estos estudios que evalúan la susceptibilidad a 
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artemisinina y sus derivados muestran medias <10nM, pero en la sub-región del Gran 
Mekong se observan cambios estadísticamente significativos en los IC50s de la región 
occidental de Camboya, que han sido relacionados con algunos genotipos específicos 
(62, 68, 96-99). Los resultados publicados por Jambou en 2005 acerca de la 
susceptibilidad in vitro de aislados obtenidos en la Guyana Francesa muestran IC50s 
para ART > 30nM que fueron asociados con un SNPs especifico en el gen atp6 en la 
posición S769N (8). Así mismo en Nigeria fue reportada una muestra en 2010 que tuvo 
IC50s para artemisinina de 20,1 ± 0,6 nM y para ART de 21,4 ± 5,3nM la cual mostró un 
número de copias del gen mdr1 de 1.52  y la mutación 184F; por otro lado en el gen atp6 
de esta muestra se encontraron las mutaciones 623E y 769N (100). Solo el aumento en 
el número de copias del gen mdr1 tuvo una leve correlación con los altos IC50s, estos 
son los estudios que evidencian la mayor reducción en la susceptibilidad a la artemisinina 
y al ART. En los resultados obtenidos en este estudio se obtuvo una alta susceptibilidad 
a ART y DHA con una media geométrica en los IC50 de 1.65nM y 1.18nM 
respectivamente a pesar de la utilización de este tratamiento por casi siete años. Estos 
resultados obtenidos en el estudio  ex vivo concuerdan con los resultados del 
seguimiento a la falla temprana al día tres post tratamiento, ya que para el día 2 no se 
observó parasitémia asexual en la gota gruesa de los pacientes incluidos, sin importar la 
parasitemia inicial.  
 
En contraste no existen muchas publicaciones sobre la susceptibilidad in vitro para LUM 
ya que el fármaco utilizado en las ACT que más ha sido evaluado in vitro  es MQ. Aun así 
en 2010 Mungthin y colaboradores utilizaron el ensayo de susceptibilidad  in vitro 
isotópico en aislados de la región fronteriza entre Tailandia y Camboya y encontraron una 
susceptibilidad a LUM reducida con una media de 115.5 ± 96.8 nM (rango = 14.0–453.0 
nM) para los 96 aislados seleccionados, a pesar de que la combinación de ART-LUM no 
había sido utilizada en esta región. Sin embargo este comportamiento se asocia con una 
resistencia cruzada entre arilamonialcoholes, ya que las muestras fueron recogidas en 
una época con evidente disminución en la tasa de curación al utilizar artesunato-MQ. En 
Colombia se reportó por primera vez resistencia a MQ en 1985 a través de una prueba 
de susceptibilidad in vitro en dos aislados de 24 probados (101), luego se encontraron 
nuevos casos en 2002 de falla terapéutica a la monoterapia con MQ en el 4% de una 
población en Antioquia sin asociación a polimorfismos puntuales en el gen mdr1 (5); 
posteriormente en 2008 se reportó en esta misma región una falla terapéutica a MQ en el 
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5% de 77 pacientes estudiados (102). En este mismo año Arango y colaboradores 
encontraron 8 aislados de 25 con resistencia in vitro a MQ (95). Todos estos estudios, y 
evidencian la presencia de parásitos resistentes a MQ en algunas zonas del país, resalta 
la importancia de la vigilancia de la respuesta a los fármacos utilizados como terapia 
combinada con los derivados de las artemisininas, ya que se pueden llegar a presentar 
casos de resistencia cruzada como lo observado en Tailandia y Camboya. En 2009 se 
realizó un estudio piloto en Antioquia sobre eficacia terapéutica de la combinación 
artesunato+mefloquina con o sin primaquina y se encontró una eficacia de 100% 
resaltando que la combinación con primaquina tuvo un mejor comportamiento en la 
eliminación de gametocitos (103). Aun así es trascendental tener en cuenta que los 
mecanismos de resistencia desarrollados por los parásitos pueden afectar los 
antimaláricos relacionados estructuralmente.  
      
Conjuntamente al monitoreo in vitro, los estudios clínicos y de falla temprana al 
tratamiento con ACT han aportado evidencia importante sobre la resistencia a las ACT, 
específicamente para la combinación ART-LUM. En Sudan se realizó un estudio de 
eficacia terapéutica con seguimiento hasta el día 28 post tratamiento en 100 pacientes 
tratados con seis dosis de 20-mg ART + 120-mg LUM Novartis (Coartem®) donde se 
encontró una eficacia del 98% (68). En Surinam  se hizo una comparación entre la 
incidencia de la parasitémia al día tres post – tratamiento en los años 2005/2006 con el 
año 2011 utilizando la misma terapia de Coartem® y demostraron un aumento  en los 
casos con parasitémia al día tres de 2% en el 2005/2006 a 31% en el 2011 (37). Para los 
100 pacientes colombianos de este estudio a los cuales se les realizó el seguimiento al 
día 1,2 o 3, se obtuvo una eliminación de la parasitémia asexual por observación 
microscópica al día 2 post tratamiento, lo que demuestra una buena efectividad de la 
terapia con ART-LUM para la malaria no complicada por P. falciparum. Esto además 
coincide con lo observado en el estudio de eficacia terapéutica realizado en 49 de estos 
mismos pacientes donde no se presentó ninguna falla temprana ni tardía al tratamiento 
en el seguimiento realizado hasta el día 28, sin embargo se ha sugerido que en las zonas 
donde los aclaramientos parasitarios aun ocurren entre las 24 y 48 h es importante 
realizar un monitoreo más exhaustivo ya que la presencia de parásitos a las 48 horas 
pueden ser un indicio de disminución en la susceptibilidad parasitaria (34). 
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Los resultados obtenidos en los estudios in vivo e in vitro se han asociado con diferentes 
genotipos para la búsqueda de un posible polimorfismo que pueda ser utilizado como 
marcador molecular de resistencia, como en el caso de las mutaciones en el gen Pfcrt 
para CQ y de las mutaciones en los genes Pfdhps y Pfdhfr  para sulfadoxina y 
Pirimetamina respectivamente (32). Se han propuesto una gran variedad de genes 
asociados con la resistencia a las artemisininas (34). Uno de los más estudiados es el 
gen  atp6 propuesto como blanco terapéutico de estos fármacos (60, 104) y en el cual 
una sola mutación puntual puede ocasionar cambios en la susceptibilidad  tanto in vitro 
como ex vivo (8, 30). El SNP en la posición 769 encontrado en la Guyana Francesa que 
ha sido correlacionado con IC50 > 30nM para ART ha cobrado gran importancia a nivel 
mundial y se ha buscado en diferentes áreas geográficas (62, 63, 82, 98, 105, 106). En 
viajeros de Toronto que fueron diagnosticados con malaria se encontró una relación entre 
los polimorfismos en la posiciones  623E y 769N de este gen y un aumento del 65% en la 
media de los IC50 para ART(98). En los resultados obtenidos con los aislados de las tres 
regiones seleccionadas en Colombia se observa que predomina el genotipo S769 en las 
110 muestras, esto puede inicialmente correlacionarse con la alta susceptibilidad 
encontrada para ART y DHA en los aislados. Por otro lado estos resultados también 
pueden correlacionarse con la hipótesis actual de que la diversidad genética en el gen 
atp6 no está relacionada con la presión ocasionada por la introducción de las terapias 
con artemisinina, ya que en 2013 un estudio realizado en la sub región del Gran Mekong 
mostró que los polimorfismos en este gen son poco frecuentes en la población. Por otro 
lado también se demostró  que estas mismas mutaciones puntuales  pueden estar 
presentes en otras regiones geográficas como África, Sur América y Oceanía en las 
cuales el  uso de estos fármacos ha sido mucho menor que en el Sudeste asiático  y  
donde muchos SNPs muestran frecuencias inferiores al 5%, Además parecen ser  
continente-específicos y se han presentado desde antes de iniciar la presión selectiva a 
los parásitos con las artemisininas (107, 108). Así mismo investigaciones del rol de la 
mutación L263E en la resistencia a las artemisininas han comprobado por medio de 
transfecciones a cepas de P.falciparum con la posición 263E  en el gen atp6, que no 
existe diferencia en los IC50 a artesunato o DHA entre los parásitos transformados y los 
parásitos silvestres (109).  
 
La secuenciación de este gen en las cepas de referencia y en los aislados con los IC50s 
más altos y más bajos de la población de estudio permitió observar otros polimorfismos 
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reportados anteriormente; la mutación sinónima en la posición 898I fue encontrada 
anteriormente en Senegal y está presente en todos los aislados colombianos por lo que 
no se puede indicar que exista una correlación con  los cambios en la susceptibilidad, 
más bien puede ser propia de la población Colombiana igual que la deleción en la 
posición 847. En esta última posición se había hallado anteriormente un cambio en el 
aminoácido E por una K en la región de Camboya en 2010 (7).  De las tres mutaciones 
encontradas por primera vez en los aislados colombianos, dos de ellas estaban 
presentes en todos los aislados sin mostrar una asociación con los fenotipos de 
susceptibilidad a ART y DHA. Sin embargo el polimorfismo V307D se presento 
selectivamente en 3 de los 8 aislados con los IC50 más altos para ART o DHA, el análisis 
estadístico permitió observar que no existe una correlación significativa con la 
susceptibilidad ex vivo, pero esto puede deberse al pequeño número de muestras que 
mostraron cambios en la susceptibilidad con aumentos en los IC50s. Es necesario seguir 
realizando el monitoreo de este gen candidato para detectar los posibles cambios en los 
genotipos de los parásitos que puedan estar relacionados con aumentos en las 
concentraciones inhibitorias. 
 
Otro de los genes asociados a resistencia a las artemisininas es el gen Pfmdr1, desde 
hace varios años polimorfismos en este gen han sido asociados con disminución de la 
susceptibilidad a los antimaláricos tales como MQ, Halofantrina, QN, CQ y últimamente 
LUM. Las mutaciones puntuales en este gen y el aumento del número de copias han sido 
relacionados con resistencia (85, 94, 110). En los resultados de la secuenciación de este 
gen en los aislados colombianos del presente estudio se encontró un polimorfismo 
reportado anteriormente en la posición D1246Y. Las muestras provenientes de las zonas 
de Guaviare y Córdoba presentaron el alelo 1246Y, por el contrario los aislados 
obtenidos en la región de Nariño tenían el alelo D1246. Esto coincide con lo encontrado 
en el año 2007 en aislados colombianos por Echeverry y colaboradores, donde se 
reportaron siete aislados con el alelo D1246 y ocho con el alelo 1246Y  en esta posición; 
en ese mismo año Montoya et al.  realizaron una búsqueda de la posible asociación de 
este polimorfismo con la falla terapéutica a CQ, amodiaquina y MQ encontrando que el 
91% de los pacientes con o sin falla terapéutica a alguno de los medicamentos tenía el 
alelo mutante y el 6% poseían los dos alelos. Por otro lado Montoya también encontró 
que el 97,2% de los pacientes incluidos presentaban el alelo silvestre en la posición 86, 
esto es similar a lo hallado por Echeverry y colaboradores quienes solo reportan una 
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muestra con las mutaciones 86Y y 1042D de quince analizadas. Cuatro años después 
todos los 13 aislados secuenciados en este estudio poseen el alelo silvestre en la 
posición 86, 1042 y 184. En esta última posición del gen mdr1 en 2007 Echeverry y col. 
encontraron 14 aislados mutantes. Estos resultados muestran que en la posición 86 
predomina el alelo silvestre en Colombia, en cambio para las otras dos posiciones 184 y 
1042 se presentan algunos aislados mutantes pero estos polimorfismos no han sido 
asociados con cambios en la respuesta a los medicamento en los estudios anteriores ni 
en este. Pareciera que algunas mutaciones se encuentran en regiones especificas del 
país sin relacionarse con la efectividad de fármacos como CQ, amodiaquina, MQ, LUM e 
incluso las artemisininas.  
 
A nivel mundial los polimorfismos mencionados anteriormente y algunos más han sido 
asociados a cambios en la susceptibilidad. En Kenia en 2013 se realizo la búsqueda de 
una posible relación entre las regiones repetitivas de baja complejidad que se encuentran 
en los genes ABC transportadores y la respuesta in vitro a los antimaláricos; se 
reportaron diferentes perfiles genéticos en una zona rica en Asn y Asp los cuales  se han 
encontrado asociados con las mutaciones proximales 86Y y 184F (86). Las series de 
repeticiones más comunes en este estudio fueron 7 Asn, seguida de 2 Asp y terminada 
en 9,10 u 11 Asn; en los 13 asilados colombianos secuenciados se encontró la serie 7-2-
9 que fue asociada con una buena susceptibilidad a los antimaláricos CQ, Meﬂoquina, 
Halofantrina, LUM,  Piperaquina, Quinina y  Dihidroartemisinina, mientras que en Kenia, 
el único perfil que se mostró en esa ocasión medias más altas en los IC50 fue 7-2-11 que 
fue el mismo encontrado en las cepas de referencia Dd2 y T4 las cuales como se 
mencionó con anterioridad presentan perfiles de resistencia a MQ y CQ respectivamente 
y provienen de la región del Gran Mekong que es reconocida por los fenotipos de 
resistencia múltiples fármacos. En Colombia por el contrario el perfil genético encontrado 
se correlaciona con los resultados ex vivo e in vivo donde se demuestra una alta eficacia 
y susceptibilidad de fármacos como LUM, DHA y ART. 
 
Por otra parte, el aumento en el número de copias del gen mdr1 es uno de los 
polimorfismos que se ha asociado más fuertemente a la resistencia no sólo a las 
artemisininas sino a otros antimaláricos desde hace varias décadas, inicialmente descrito 
en cepas de referencia resistentes a MQ como W2 (111) y luego en aislados de campo. 
Se ha encontrado una gran variedad en el número de copias de este gen que pueden 
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llegar a expresarse. En 2012 luego de realizar una presión selectiva sobre la cepa de 
referencia Dd2 con DHA se observó un aumento de 4 a 9 copias de este gen en los 
clones resistentes y una sobre expresión de mRNA de hasta nueve veces comparada 
con la cepa Dd2 susceptible a DHA (11), además existe evidencia que la interrupción de 
alguna copia de este gen en cepas de referencia reduce la expresión y puede llegar a 
disminuir hasta tres veces la susceptibilidad a LUM, halofantrina, QN, Artemeter pero no 
a CQ (91). Por su parte, en aislados de campo se ha encontrado un número de copias 
inferior y también se ha determinado que la presencia de más de una copia de este gen 
está relacionada con cambios en la susceptibilidad a diferentes antimaláricos. Es así 
como en estudios realizados en la frontera de Tailandia, región que ha sido asociada con 
un fenotipo de resistencia a múltiples fármacos,  la presencia de dos y hasta seis copias 
del gen mdr1 parecen causar elevados IC50 para MQ, Artesunato y Halofantrina (112). 
En 2010 un nuevo reporte de esta región muestra una reducción en la susceptibilidad a 
LUM relacionada con el aumento de número de copias de este gen (99); en Camboya en 
el año 2012 al realizar una comparación entre aislados provenientes de diversas zonas 
del país con respuestas diferentes a los antimaláricos, se comprobó que en las regiones 
que presentan los IC50 más altos para los distintos fármacos también se presenta una 
mayor proporción de aislados con un número de copias del gen mdr1 mayor a 1, 
fenómeno que se correlacionó con el aumento de los IC50 a MQ, QN, artesunato y DHA 
específicamente (97). Para Colombia en 2007 se reportó la presencia de una sola copia 
de este gen en quince aislados recolectados desde 1999 a 2001 en la costa pacífica del 
país y que fueron adaptados a cultivo (43). En comparación la media geométrica del 
número de copias para los 81 aislados evaluados en este estudio fue de 1,43 (IC 95% - 
Rango: 1,27– 1,60), de las cuales el 67 % tuvo una sola copia del gen mdr1, el otro 33% 
de los aislados presentó de 2 a 5 copias. A pesar de esto no se encontró una correlación 
estadísticamente significativa entre el aumento en el número de copias del gen mdr1 con 
la susceptibilidad a LUM, DHA, ART ni a CQ. Las diferencias del número de copias de 
este gen en la población comparadas con lo reportado en el 2007 por Echeverry y 
colaboradores pueden deberse  a la presión que se ha realizado desde la introducción de 
las ACT al país ya que inicialmente se introdujo en el país la terapia combinada de 
artesunato-mefloquina para algunas regiones especificas (113), que posteriormente fue 
remplazada por Coartem®. Esto pudo ocasionar que algunos parásitos aumentaran el 
número de copias del gen mdr1; por otro lado la adaptación a cultivo de los aislados 
analizados en 2007 pudo influenciar en el número de copias que poseían estos ya que se 
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ha reportado anteriormente que este polimorfismo es rápidamente revertido en los 
parásitos luego de retirar la presión con los antimaláricos (11). En este estudio de 81 
aislados, la única muestra con 4,9 copias del gen mdr1  tuvo un CI50 para LUM de 
29,38nM y para ART de 12,17nM a pesar de no ser significativo estadísticamente y de no 
estar correlacionado con la respuesta in vivo al tratamiento, ya que el paciente tuvo un 
aclaramiento parasitario al día 2 post tratamiento. Es necesario resaltar la importancia de 
la vigilancia de este polimorfismo unida a estudios in vitro o in vivo, teniendo en cuenta el 
aumento en el número de copias de este gen, que ha sido fuertemente asociado con 
resistencia a múltiples fármacos y que puede llegar a ser una evidencia de los cambios 
en las poblaciones de parásitos circulantes en el país debido a la presión con ART-LUM. 
 
Después de que los primeros reportes de recrudescencia de P. falciparum posterior al 
tratamiento con ACT en el año 2004 y del surgimiento de la resistencia a la artemisinina y 
sus derivados en el oriente  de Camboya, activaran la alarma a nivel global sobre la 
amenaza a la primera línea de tratamiento utilizada para malaria por P. falciparum  en la 
mayoría de las zonas endémicas en el mundo, todas estos países adquirieron el 
compromiso de aumentar la vigilancia de la respuesta a los antimaláricos, de tal manera 
que se logre seguir con los programas para la reducción de los casos de esta 
enfermedad que se viene presentando desde la pasada década en el 40% de los países 
endémicos (34). En Colombia los resultados obtenidos evidencian una alta 
susceptibilidad de P. falciparum a la terapia con Coartem®, pero es necesario, debido a 
los cambios en el genotipo de los parásitos expuestos en este estudio, específicamente 
el aumento en el número de copias del gen mdr1, que se continúe realizando una 
vigilancia molecular a las poblaciones circulantes en el país para detectar de forma 
temprana polimorfismos que puedan ser asociados con fallas en el tratamiento de la 
malaria. Es así que la vigilancia de la resistencia a los antimaláricos a través de las 
herramientas in vitro e in vivo debe ser realizada en el país de forma periódica y 
complementada con el análisis molecular de polimorfismos marcadores de resistencia 
tales como el número de copias de mdr1. Esto permitirá realizar un seguimiento al 
comportamiento de los parásitos a través del tiempo que permita determinar los cambios 
que puedan estar correlacionados con el surgimiento de resistencia a las ACT. 
 
Actualmente se han propuesto nuevos genes como posibles marcadores de resistencia a 
las artemisininas utilizando estudios con tecnologías de secuenciación masiva del 
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genoma, que han postulado regiones en los cromosomas 10 y 13 como asociadas a la 
resistencia (90, 114), en especial las mutaciones encontradas en el gen K13-propeller en 
la región de Camboya han tenido una buena correlación no solo con retardo en el 
aclaramiento parasitario sino también con altas tasas de supervivencia a la exposición 
con DHA ex vivo (115). Por otro lado estas tasas de supervivencia a la exposición a DHA 
son el resultado de un nuevo ensayo ex vivo que ha mostrado grandes beneficios para la 
evaluación de la susceptibilidad a las artemisininas; esta metodología simula las 
condiciones de exposición in vivo enfrentando los aislados parasitarios específicamente 
en el estadio de trofozoitos jóvenes a una sola concentración de medicamento por un 
tiempo corto (6h) y evaluando la tasa de recuperación post exposición (40). Esta técnica 
se ha basado en la teoría que propone como mecanismo de resistencia el desarrollo de 
formas latentes del parásito que interrumpen su desarrollo durante el corto tiempo de 
exposición a las artemisininas y que recuperan su crecimiento normal de tres a ocho días 
después (116). 
 
Hasta el momento no existe ningún marcador molecular de resistencia a las artemisininas 
y cada día se genera mayor información sobre este tema. Los genes postulados como 
posibles candidatos han ido cambiado a través del tiempo y parece ser que las nuevas 
tecnologías de secuenciación ofrecen un nuevo camino para la búsqueda de estos. 
Unido a esto los estudios de falla temprana al día tres post tratamiento y los nuevos 
ensayos de supervivencia de anillos ofrecen nuevas alternativas diferentes a los clasicos 
estudios de falla terapéutica y de susceptibilidad in vitro respectivamente, todo en 
búsqueda de optimizar y enriquecer la vigilancia de la resistencia a los antimaláricos. 
Este estudio proporciona una primera caracterización fenotípica y molecular de los 
parásitos que circulan en el país luego de la implementación del Coartem® como primera 
línea de tratamiento para P. falciparum, pero debe ser continuado con investigaciones 
posteriores que permitan realizar el monitoreo a las consecuencias que tienen los 
diferentes tratamientos utilizados en el país a través de los años sobre las poblaciones 
parasitarias. Además la utilización de las nuevas técnicas para determinación de 
susceptibilidad in vitro unidas a estudios en el área de las ciencias ómicas brinda nuevos 
campos de estudio que permiten entender mejor los mecanismos de respuesta celular 
incluida el desarrollo de resistencia a los fármacos. 
  
 
6. Conclusiones y recomendaciones 
 
6.1 Conclusiones 
La terapia de ART-LUM mostró una muy buena susceptibilidad en el país, con tiempos 
de aclaramiento parasitario en el día dos pos tratamiento y con concentraciones 
inhibitorias muy bajas, esto pude estar directamente asociado con genotipos silvestre en 
atp6 y mdr1. 
 
La caracterización in vivo, in vitro y molecular de las poblaciones de P. falciparum 
permiten no solo conocer su respuesta a los antimaláricos, sino también generan datos 
que pueden ser utilizados a través del tiempo como puntos de comparación, que 
permitan identificar los cambios en el comportamiento de los parásitos. 
 
En la vigilancia a la resistencia a las ACT es importante tener en cuenta que debido al 
desconocimiento en los mecanismos de acción de los medicamentos se pueden generar 
demasiadas hipótesis que aun no estén comprobadas. Esto crea la necesidad de seguir 
desarrollando investigaciones que busquen esclarecer los blancos terapéuticos y así 
faciliten la comprensión del desarrollo de la resistencia en los parásitos. 
 
Los marcadores moleculares de resistencia pueden ser una estrategia para la detección 
temprana de cambios en las poblaciones pero siempre deben ser asociados con los 
fenotipos característicos, ya que muchas veces los cambios en la susceptibilidad no se 
deben a un solo gen sino generalmente son multifactoriales. 
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6.2 Recomendaciones 
Es necesario que el país genere una política pública que reglamente los programas de 
farmacovigilancia para malaria, no solo para P. falciparum sino también para P. vivax, 
Esto permitirá realizar periódicamente la caracterización de las poblaciones de parásitos 
circulantes en el país frente a las terapias utilizadas que permitan detectar los cambios 
en los fenotipos de respuesta a los antimaláricos de forma oportuna. 
 
Existen actualmente nuevos genes asociados a resistencia a las arteminisininas que han 
cobrado gran importancia y que sería bueno caracterizar en la población, además es 
importante utilizar las nuevas tecnologías para el análisis de macromoléculas que 
generen nueva información que aporte a la investigación de los mecanismos de 
resistencia a los antimaláricos. 
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A. Anexo: Listado de Cebadores. 
PCR NOMBRE SECUENCIA 5´-3´  AMPLICON 
Universal 
atp6-S769N 
ATPU1-F GGGTATCAACAAATTC 
272pb 
ATPU2-R CTTCAAATTCTCTTCC   
Anidada   
atp6-S769N 
PfATP6-769S-F ACTTAGCTTTGCTTATAAAAAcTTAA 
838pb 
PfATP6-769S-R AATTATCCTTTTCATCATCTCC     
RT-PCR mdr1 
mdr1-RT1F CAAGTGAGTTCAGGAATTGGTAC  
230pb 
mdr1-RT2R GCCTCTTCTATAATGGACATGG 
RT-PCR myoC 
myoC-RT1F ACCATCAGGTAGGGATAA 
151pb 
myoC-RT2R TATACACAACTTGCCCAG 
Secuenciación 
atp6 
ATP6-S1F CATACGATGTTGAGGATGTAC  
694pb 
ATP6-S2R GACCTATTTCAGTCTTCATACC  
ATP6-S3F GAGAATCCTGTTCAGTTGAC  
750pb 
ATP6-S4R ATCCTTCTTCTCCATCATCC  
ATP6-S5F ACCGTGTTTCATTTGTTTAGAG  
754pb 
ATP6-S6R CCATTTGTTGTTGCCTGAGC  
ATP6-S7F AATCACCAAGGGGTATCAAC  
696pb 
ATP6-S8R ACGTATACCAGCCATATGG  
ATP6-S9F TTCAAAATATGGGAAAAAGAGCA  
793pb 
ATP6-S10R GTTGCTGGTAATCCGTCAG  
Secuenciación 
mdr1 
MDR1-S1F CATTTTATTTGATTTTGTGTTGAAA  
504pb 
MDR1-S2R CGTACCAATTCCTGAACTCAC  
MDR1-S3F TGATATCAAGTTATTGTATGGATGTAA  
550pb 
MDR1-S4R CCGAATGCATAAGAAACTAAAA  
MDR1-S5F CTGTTGCAAGTTATTGTGGAGA  
534pb 
MDR1-S6R TTGATTTCCCACAACCTGAT  
MDR1-S7F TCATTATGATACTAGAAAAGATGTTGA  
530pb 
MDR1-S8R TGGATGCATTGGAACCTACT  
MDR1-S9F CTGATGTTGTTGATGTGTCCA  
543pb 
MDR1-S10R CCGATCCATTATCATTTCCA  
MDR1-S11F TGAACAAGGTACACATGATAGTCTT  
527pb 
MDR1-S12R TGTTTCTGAAATGAACATAGCAA  
MDR1-S13F GGATTATATCCCGTATTTGCTTT  
511pb 
MDR1-S14R CAAAAACTCCGCTTGACATA  
MDR1-S15F ATTTTTGTCCAATTGTTGCAG  
500pb 
MDR1-S16R TGATAATTTTGCATTTTCTGAATC  
MDR1-S17F TTGATGACTTTATGAAATCCTTATT  
599pb 
MDR1-S18R CATGGGTTCTTGACTAACTATTGA  
MDR1-S19F TCAAACCAATCTGGATCTGC  
622pb 
MDR1-S20R GCTTCATTTAGCTAATTTTACATATTTTT  
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B. Anexo: Condiciones Probadas 
para la Optimización de las PCR. 
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C. Anexo: SNPs mdr1 y atp6                       
 
NUEVOS SNPs 
N° CODON 
POSICIÓN 
NUCLEOTIDO 
MUESTRAS 
ATP6 
V307D A920T SJG009,TUN069, TUN071,TUN043 
D-GN D2350-55 ALL MX, NO SJG005 
S466N G1395A ALL MX, NO SJG005 
MDR1 
G406A G1217C TAC015 
 
MDR1 
N° CODON 
POSICIÓN 
NUCLEOTIDO 
MUESTRAS REFERENCIA 
(AAT)N86Y(TAT) A256T Dd2,T4 - Y Grobusch,1997 
(GAA)E130K(AAA) G388A SILVESTRE Veiga,2011 
(TAT)Y184F(TTT) A553T TODAS MX - Y , HB3 - F Veiga,2011 
G249(GGA/GGG) A747G SILVESTRE Veiga,2011 
(CTT)L327H(CAT) T980A SILVESTRE Imwong,2010 
(GAT)D587E(GAA) T1780A SILVESTRE Imwong,2010 
I-N660 I1981-83 T4,Dd2 INSERCIÓN Imwong,2010 
D-N660 D-1978-80 TODAS MX DELECIÓN Veiga,2011 
(GCA)A750T(ACA) G2248A SILVESTRE Veiga,2011 
(TCA)S784L(TTA) C2350T SILVESTRE Veiga,2011 
(AGC)S1034C(TGC) A3106T SILVESTRE Reed,2000 
(AAT)N1042D(GAT) A3124G TODAS MX - N, HB3 - D Reed,2000 
(TTT)F1226Y(TAT) T3677A SILVESTRE Veiga,2011 
(GAT)D1246Y(TAT) G3735T MX SJG,TAC,MLC - Y Reed,2000 
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ATP6 
N° CODON 
POSICIÓN 
NUCLEOTIDO 
MUESTRAS  REFERENCIA 
(AGA)R37K(AAA) G110A SILVESTRE Jambou,2010 
(ATA)I89T(ACA) T266C SILVESTRE Jambou,2010 
(CAT)H243Y(TAC) C727T SILVESTRE Menegon,2008 
(TTA)L263E(GAA) TT791-792GA SILVESTRE Uhleman, 2005 
(TTA)L402V(GTA) T1204G SILVESTRE Menegon,2008 
(GAA)E431K(AAA) G1291A SILVESTRE Menegon,2008 
D443(GAT/GAC) T1329C SILVESTRE Jambou,2010 
(GCT)A438D(GAT) C1313A SILVESTRE Imwong,2010 
(AAT)A465S(AAC) G1395T SILVESTRE Miao, 2013 
(AGT)S538R(CGT) A1612G SILVESTRE Jambou,2010 
(AAT)N569S(AGT) A1706G SILVESTRE Jambou,2010 
(ACA)Q574P(CCA) A1721C SILVESTRE Jambou,2010 
(GCA)A623E(GAA) C1868A SILVESTRE Jambou,2005 
(GCT)A630S(TCT) G1890T SILVESTRE Menegon,2008 
(GAA)E643Q(CAA) G1927C SILVESTRE Jambou,2010 
(AGT)S769N(AAT) G2306A SILVESTRE Jambou,2005 
(GAG)E847K(AAG) G2536A TODAS MX DELECIÓN, NO SJG005 Imwong,2010 
I898(ATT/ATA) T2694A TODAS  MX - ATA Jambou,2010 
(TGG)W141V(GGG) T421G SILVESTRE Jambou,2010 
Y441(TAT/TAC) T1323C SILVESTRE Jambou,2010 
(ACC)T539I(ATC) T1614C SILVESTRE Jambou,2010 
S557(TCT/TCA) T1671A SILVESTRE Jambou,2010 
(ACA)T570T(ACC) A1710C SILVESTRE Jambou,2010 
(GCT)A621S(TCT) G1861T SILVESTRE Jambou,2010 
(GGC)G639D(GAC) G1916A SILVESTRE Jambou,2010 
(AAT)N683K(AAG) T2049G SILVESTRE Menegon,2008 
I885(ATT/ATA) T2656A SILVESTRE Jambou,2010 
I959(ATT/ATA) T2877A SILVESTRE Jambou,2010 
I987(ATT/ATA) T2962A SILVESTRE Jambou,2010 
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